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Uno dei problemi più comuni tra quelli correlati al moderno stile di vita 
è il sovrappeso. 
Il sovrappeso grave, o obesità, è uno dei maggiori fattori di rischio per lo 
sviluppo di molte patologie croniche quali malattie cardiache e 
respiratorie, diabete mellito non-insulino dipendente (o diabete di tipo 
2), ipertensione e alcune forme di cancro, come anche il rischio di morte 
precoce. 
L’insorgenza di obesità è un fenomeno complesso e multifattoriale in cui 
oltre al tipo di alimentazione entrano in gioco anche fattori biologici 
(ormoni, geni), stress, farmaci e invecchiamento. 
Tra i fattori genetici coinvolti nell’insorgenza dell’obesità un ruolo 
primario spetta al gene ob, inizialmente identificato nel topo, che 
codifica per l’ormone leptina. Questo ormone è principalmente prodotto 
dal tessuto adiposo ed è ritenuto uno dei più importanti regolatori del 
bilancio energetico anche nell’uomo. 
Benchè la completa deficienza di leptina nell’uomo sia una condizione 
estremamente rara, si stima che circa il 15% della popolazione possa 
mostrare livelli di leptina ridotti come conseguenza di una mutazione in 
eterozigosi o di un polimorfismo del gene ob. 
Studi precedenti condotti nel nostro laboratorio hanno caratterizzato il 
topo eterozigote ob/+ come un modello interessante per la 
comprensione delle interazioni tra componente genetica ed abitudini 




ipercalorico, la parziale deficienza di leptina costituisca un fattore 
aggravante per lo sviluppo di obesità, insulino-resistenza e alterazioni 
della funzione cardiaca. 
Scopo della presente tesi è stato quello di indagare in maniera più 
approfondita il fenomeno dell’insulino-resistenza attraverso lo studio dei 
meccanismi molecolari che regolano la trasduzione del segnale 
dell’insulina, confrontando due differenti modelli di obesità: 
• il topo ob/ob, che sviluppa spontaneamente obesità e insulino-
resistenza in conseguenza del solo difetto genetico; 
• il topo ob/+, dove l’insorgenza di obesità e delle alterazioni 
metaboliche ad essa associate risulta dall’interazione tra la 
parziale deficienza di leptina ed un regime di dieta ipercalorica e 
iperlipidica. 
Lo studio ha preso in esame topi maschi wt (ceppo di controllo) e ob/+ 
dell’età di 8 settimane, nutriti per 18 settimane con dieta standard o 
con dieta High Fat, ad alto contenuto calorico e lipidico; è stato inoltre 
utilizzato un gruppo di topi ob/ob, sovrapponibile per sesso ed età agli 
altri gruppi, nutrito con dieta standard per lo stesso periodo di tempo. 
Test di tolleranza insulinica ed indagini ecocardiografiche sono state 
eseguite all’inizio dello studio, a 10 e 18 settimane. 
Al termine del periodo sperimentale sono stati raccolti campioni di 
plasma per le analisi dei valori glicemici e insulinici e dei livelli di 
leptina e adiponectina. Infine gli animali sono stati sacrificati e 
campioni di muscolo cardiaco e scheletrico sono stati prelevati e 




attraverso Western Blot di molecole coinvolte nel metabolismo 
energetico, principalmente glucidico. In particolare, sono stati indagati 
alcuni punti chiave del signaling dell’insulina quali il recettore 
dell’insulina (IR), le chinasi AKT e AMPK e il trasportatore del glucosio 
insulino-dipendente Glut-4.  
I risultati ottenuti riguardo ai dati funzionali cardiaci e agli indici 
plasmatici indicavano come la parziale deficienza di leptina rappresenti 
una variabile peggiorativa nel modello di obesità indotta da dieta, 
confermando l’interazione tra dieta e genotipo già precedentemente 
descritta in laboratorio.  
Il gruppo di animali ob/ob, sebbene in regime di dieta standard, 
manifestava la stessa tipologia di alterazioni metaboliche e funzionali 
degli eterozigoti nutriti con dieta grassa. 
I dati più evidenti emersi dalle analisi molecolari condotte nel tessuto 
cardiaco ci hanno fatto ipotizzare l’esistenza di due diversi meccanismi 
responsabili dell’insulino-resistenza osservata nei due modelli, ob/+ e 
ob/ob. In particolare, negli animali ob/+ nutriti con dieta grassa, le 
alterazioni nel pathway fanno presupporre una ridotta traslocazione del 
trasportatore del glucosio sulla membrana plasmatica. 
Al contrario, negli animali ob/ob il trasportatore Glut-4 trasloca 
efficientemente ma non sembra essere attivo; in questo particolare 





Questi risultati sono in linea con quanto ipotizzato da altri autori sulla 
necessità di due passaggi posti in serie per il corretto funzionamento del 
trasportatore: traslocazione e attivazione.  
Nonostante i meccanismi di regolazione si siano dimostrati comparabili 
in entrambi i tessuti muscolari presi in considerazione per ciascun tipo 
di obesità, i nostri dati hanno evidenziato anche alcune differenze 
tessuto-specifiche a carico del tessuto cardiaco, questo argomento, 
tuttavia al momento è ancora in fase di analisi. 
Un’ultima parte del lavoro di tesi ha inoltre confrontato nei diversi 
modelli di obesità l’effetto del trattamento con un peptide mimetico 
dell’apolipoproteina A1, L-4F, che studi precedenti avevano indicato 
capace di ridurre l’obesità e le disfunzioni metaboliche e cardiache negli 
animali ob/+ in regime di dieta iperlipidica. 
Il trattamento con L-4F ha fornito risultati disomogenei tra i diversi 
gruppi sperimentali: se nel ceppo eterozigote dimostrava infatti efficacia 
nel riportare i valori dei parametri plasmatici, ecocardiografici e di 
espressione proteica a livelli paragonabili a quelli dei controlli, nel ceppo 
ob/ob gli effetti risultavano invece trascurabili e non in grado di 
riportare i parametri alterati entro i livelli di normalità. 
La differente efficacia osservata nella risposta al trattamento, così come 
le differenze riscontrate a livello molecolare nella regolazione delle vie 
del segnale dell’insulina, sono indicative del carattere multifattoriale 
dell’obesità e delle sue complicanze, e quindi della necessità di 





Overweight is one of the most common problems related to modern 
lifestyle. 
Severe overweight or obesity is one of the major risk factor for the 
development of many chronic diseases such as heart and respiratory 
diseases, diabetes mellitus, non-insulin dependent (or Type 2) diabetes, 
hypertension and some forms of cancer, as well as the risk of early 
death. 
The onset of obesity is a complex and multifactorial phenomenon in 
which different biological factors (hormones, genes), stress, drugs and 
aging are involved in addition to the type of dietary regimen. 
Among the genetic factors, the ob gene, first identified in the mouse and 
codifying for the hormone leptin, plays a primary role. This hormone is 
mainly produced by adipose tissue and is considered one of the most 
important regulator of energy balance also in humans. 
Though the complete leptin deficiency in humans is an extremely rare 
condition, it is estimated that about 15% of the population may show 
reduced leptin levels as the result of a mutation or a polymorphism in 
the ob gene. 
Previous studies carried out in our laboratory have characterized the 
ob/+ heterozygous mouse as an interesting model for the understanding 
of the interactions between genetic component and eating habits, 




development of obesity, insulin resistance and impaired cardiac 
function in the context of a high-calorie diet. 
The purpose of the thesis was to investigate the phenomenon of insulin 
resistance through the study of the molecular mechanisms that 
regulate insulin signal transduction, by comparing two different models 
of obesity: 
• the ob/ob mouse, which spontaneously develops obesity and 
insulin resistance as the result of the lone genetic defect ; 
• the ob/+ mouse, where the onset of obesity and metabolic 
alterations results from the interaction between the partial 
genetic defect and a high fat and high-calorie dietary regimen. 
Wild type (wt, control strain) and ob/+ male mice were fed with 
standard or High Fat diet for 18 weeks, starting from the age of 8 
weeks. A group of ob/ob mice, comparable for age and sex to the other 
groups, was fed with standard diet for the same period of time. 
Insulin tolerance test and echocardiographic investigations were 
performed at baseline, at 10 and 18 weeks. 
At the end of the experimental period, plasma samples were collected 
for the analysis of blood glucose, insulin, leptin and adiponectin levels. 
Finally, the animals were sacrificed and cardiac and skeletal muscle 
samples were collected and frozen at -80°C for subsequent analysis of 
protein expression by Western Blot. In particular, some key points of 
glucose metabolism and insulin signaling, such as the insulin receptor 
(IR), the AKT and AMPK kinases and the insulin-dependent glucose 




The results confirmed that partial leptin deficiency represents a 
negative variable in the model of diet-induced obesity, confirming 
previous data. 
The group of ob/ob animals, although under a standard diet, showed 
the same type of metabolic and functional alterations as ob/+ group fed 
with High Fat diet. 
The molecular analyses performed on cardiac tissues supported the 
hypothesis of the existence of two different mechanisms responsible for 
insulin resistance observed in both models, ob/+ and ob/ob. In 
particular, in ob/+ animals fed with High Fat diet, alterations in the 
pathway may depend on a reduced translocation of the glucose 
transporter to the plasma membrane. 
In contrast, in ob/ob animals, Glut-4 translocation appeared efficient, 
however the protein did not seem active; in this particular context, the 
protein kinase p38mapk is supposed to play an important role. 
These results are in line with what suggested by other authors, about 
the need of two steps in series for the proper functioning of the glucose 
transporter: translocation and activation. 
The comparison between cardiac and skeletal muscle seemed to reveal 
some tissue-specific regulatory mechanisms as regards to insulin 
transduction signaling; this topic, however, is presently under analysis. 
The final part of the thesis work also compared, in the two different 
models of obesity, the effect of treatment with apolipoprotein A1 




able to reduce obesity and metabolic and heart disorders in ob/+ 
animals under High Fat diet. 
Treatment with L-4F provided mixed results among the different 
experimental groups: while in the heterozygous strain it proved to be 
effective in restoring plasma parameters, echocardiographic parameters 
and protein expression to the control levels, in the ob/ob strain the 
effects were negligible and not able to return the altered parameters 
within the normal levels. 
The difference in efficacy observed in response to treatment, as well as 
the differences at the molecular level in the regulation of insulin 
signaling pathways, are indicative of the multifactorial nature of obesity 














1.1. Caratteristiche generali 
Uno dei problemi più comuni tra quelli correlati al moderno stile di vita 
è il sovrappeso. 
Il sovrappeso grave, o obesità, è uno dei maggiori fattori di rischio per lo 
sviluppo di molte patologie croniche quali malattie cardiache e 
respiratorie, diabete mellito non-insulino dipendente (o diabete di tipo 
2), ipertensione e alcune forme di cancro, come anche il rischio di morte 
precoce. 
L’obesità è spesso definita semplicemente come una situazione di 
accumulo anomalo o eccessivo di grasso nei tessuti adiposi del corpo 
che comporta rischi per la salute. La causa di fondo è un’eccedenza 
energetica che determina un aumento di peso; in altre parole le calorie 
introdotte sono superiori alle calorie bruciate. 
È comunque assodato che non sempre l'obesità è semplicemente il 
risultato di un eccessivo indulgere a cibi particolarmente gradevoli al 
palato o della mancanza di attività fisica, anche se questi sono i fattori 
predisponenti sicuramente più modificabili. 
Sovrappeso e obesità sono infatti influenzati da molti altri fattori tra cui 
la predisposizione ereditaria, fattori biologici (ormoni), fattori 
ambientali, invecchiamento e gravidanza. 




Le più recenti evidenze scientifiche indicano che la diffusione del 
sovrappeso e dell'obesità sta aumentando drammaticamente in tutto il 
mondo e che il problema sta rapidamente crescendo nei bambini e negli 
adulti. 
I dati più esaustivi sulla diffusione nel mondo dell’obesità sono quelli 
del progetto MONICA (“MONItoring of trends and determinants in 
CArdiovascular diseases study”) realizzato dall’Organizzazione Mondiale 
della Sanità (OMS).  
Unitamente alle informazioni raccolte nelle indagini condotte a livello 
nazionale, i dati indicano che nella maggior parte dei Paesi europei la 
diffusione dell'obesità ha registrato un aumento del 10-40% circa negli 
ultimi 10 anni, con oscillazioni intorno al 10-20% per gli uomini e 
intorno al 10-25% per le donne [http://www.eufic.org]. 
 
 
1.2. L’obesita’ e le sue complicanze 
Oltre ai problemi conseguenti direttamente all'aumento del peso, quali 
difficoltà di deambulazione, mal di schiena, dolori alle articolazioni, 
difficoltà respiratorie per il peso che il grasso esercita sui polmoni, vene 
varicose e insufficienza venosa cronica per la compressione delle vene 
addominali, l’obesità quando diventa patologica, può causare malattie 
croniche, potenzialmente fatali, come il diabete di tipo 2, una delle 
patologie metaboliche caratterizzata da alta glicemia in concomitanza a 




Strettamente associata all’obesità è anche la sindrome metabolica, una 
patologia grave che comporta alterazioni del metabolismo glucidico e 
lipidico (iperglicemia e dislipidemie) e complicanze a carico di diversi 
organi, tra i quali il cuore e il fegato. 
L’obesità può danneggiare il fegato portando all’insorgenza di 
epatopatie, le più frequenti delle quali sono la steatosi, che si manifesta 
a causa di un eccessivo accumulo di grasso nel fegato, e la cirrosi. 
Inoltre anche l’insorgenza di alcune forme di tumore (per esempio, i 
tumori estrogeno-dipendenti a carico di colon-retto, utero, mammella, 
ovaio e prostata) può essere favorita da uno stato di obesità patologica. 
L’obesità è inoltre associata ad un aumento notevole del rischio di 
complicazioni durante la gravidanza, dovute al peso eccessivo e agli 
scompensi metabolici che ne derivano. 
Esiste un'ampia letteratura scientifica che documenta come l’obesità 
patologica rappresenti un importante fattore predittivo della malattia 
cardiovascolare (insufficienza cardiaca, infarto, etc.) e cerebrovascolare 
(ictus, etc.) e come il mantenimento costante nel tempo del peso 
corporeo possa ridurre anche in modo considerevole l’incidenza di 
malattia coronarica ischemica (Sowers, 1998; Eckel et al, 2002; Picard et 
al, 2013). 
Negli ultimi anni è andato affermandosi il concetto di un differente 
significato clinico del tessuto adiposo in funzione della sua 
localizzazione (Vissers et al, 2013). 
Così, una localizzazione nei distretti viscerali dell’adipe risulta 




diabete, dislipidemie, ipertensione ed altre malattie cardiovascolari (Van 
Gaal et al, 2006). 
Inoltre il tessuto adiposo non è più considerato un semplice deposito di 
energia, ma un vero e proprio organo endocrino in grado di secernere 
diverse molecole attraverso le quali può interagire con gli altri organi: 
tra queste, gli acidi grassi liberi che vengono prodotti dalla lipolisi,  
proteine ad attività ormonale, definite adipochine, come la leptina, 
l’adiponectina e la resistina, e citochine pro-infiammatorie (Trayhurn et 
al, 2011; Fantuzzi, 2005). 
I dati di letteratura più recenti suggeriscono che un eccesso di adipe 
può associarsi con la produzione alterata di alcune di queste sostanze, 
il che contribuisce al quadro fisiopatologico che caratterizza l’obesità e 
lo sviluppo delle sue complicanze. 
È diventato infatti chiaro che l’obesità risulta essere una condizione in 
cui persiste uno stato di infiammazione sistemica con aumento dei 
livelli di citochine e adipochine pro-infiammatorie, come l’IL-6 e la 
leptina (Tilg et al, 2006), mentre diminuiscono i livelli di adiponectina, 
considerata un’adipochina ad attività anti-infiammatoria (Weisberg et 
al, 2003; Fantuzzi, 2005). 
Di tutte le malattie gravi, il diabete di tipo 2 (che si sviluppa 
generalmente in età adulta) o diabete mellito non insulino-dipendente 
(NIDDM), è quello maggiormente associato all’obesità e al sovrappeso. 
Una complicanza tipica dell’obesità è infatti l’iperglicemia associata ad 
iperinsulinemia, la quale a sua volta rappresenta la manifestazione più 




capacità dei tessuti periferici di utilizzare glucosio sotto lo stimolo 
dell’insulina. 
Numerose evidenze suggeriscono che l’insulino-resistenza può 
rappresentare di per sé un fattore di rischio cardiovascolare; pertanto è 
ragionevole supporre che il rischio di sviluppo di diabete e di malattie 
cardiovascolari in caso di obesità venga attribuito proprio all’insulino-
resistenza (Pinchera et al, 2007). 
 
 
1.3. L’obesita’ genetica 
Oltre a dipendere dal regime alimentare, la tendenza a sviluppare 
obesità è influenzata in modo importante anche dalla componente 
genetica, sebbene solo in casi molto rari nell’uomo si possa parlare di 
obesità monogenica, cioè associata alla mutazione di un singolo gene.  
La maggior parte dei casi di obesità umana sono infatti considerati 
poligenici, risultanti cioè dall’attività integrata di numerosi geni e dalla 
loro interazione con i fattori ambientali (principalmente legati alla dieta, 
allo stile di vita sedentario, ecc). 
Recentemente sono stati fatti notevoli progressi nella comprensione dei 
meccanismi alla base della regolazione del peso corporeo e dei geni 
coinvolti in questi processi. 
I geni coinvolti nello sviluppo dell’obesità possono essere classificati 
secondo due principali categorie: geni coinvolti nelle funzioni del 
sistema nervoso centrale e geni che si esprimono perifericamente, 




A livello del sistema nervoso centrale, molti dei geni coinvolti sono 
altamente espressi a livello dell’ipotalamo e intervengono nei 
meccanismi di regolazione dell’appetito e della sazietà, nel controllo 
della spesa energetica e nel comportamento alimentare.  
Tra questi, il recettore 4 per la melanocortina (MC4R) sembra essere il 
responsabile in circa il 6% dei casi di obesità, sia ad esordio precoce che 
in età adulta (Chambers et al, 2008; O’Rahilly & Farooqi, 2008). 
Anche mutazioni a carico del recettore 3 per la melanocortina (MC3R) e 
di POMC (pro-opiomelanocortina) sembrano essere responsabili 
dell’insorgenza di obesità principalmente in giovane età (Krude et al, 
1998; Lee et al, 2002). 
Esiste inoltre il gene chiamato FTO (gene associato alla massa grassa e 
all’obesità) la cui espressione è elevata in quelle regioni dell’ipotalamo 
che sono implicate nel mantenimento del bilancio energetico, e il suo 
livello di espressione è regolato dalle variazioni dell’ assunzione di cibo. 
Alla mutazione di questo gene è stato recentemente associato un 
aumento di circa il 60% nella predisposizione a diventare obesi (Frayling 
et al, 2007). 
 
1.3.1. La leptina 
Nel 1997 è stato descritto per la prima volta nell’uomo un difetto 
associato ad obesità riguardante un singolo gene (Montague et al, 1997).   
Questo gene, in precedenza già identificato nel topo e chiamato ob (da 




considerato uno dei più importanti regolatori del bilancio energetico 
dell’organismo. 
La leptina (dalla radice greca leptos che significa magro) è un piccolo 
ormone (16KDa) di natura proteica, prodotto principalmente dal tessuto 
adiposo e trasportato agli organi bersaglio dal torrente ematico.  
La leptina svolge la sua azione mediante il legame con specifici recettori 
(ObRs) localizzati sia a livello del sistema nervoso centrale, nella regione 
dell’ipotalamo deputata al controllo del peso, della temperatura 
corporea, della fame e della sete, sia a livello di diversi tessuti periferici.  
La scoperta della leptina ha quindi confermato l'esistenza di un canale 
di comunicazione tra tessuto adiposo e cervello, che ha lo scopo di 
regolare l'accumulo di grasso negli adipociti.  
Il recettore per la leptina è codificato dal gene db (da diabetes) e ne sono 
state identificate almeno sei varianti o isoforme: ObRa, ObRb, ObRc, 
ObRd, ObRe e ObRf (Lee et al, 1996).  
Le isoforme ObRa e ObRc sembrano avere un ruolo importante nel 
trasporto della leptina attraverso la barriera emato-encefalica, mentre 
l’isoforma ObRb è la principale responsabile della trasduzione del 
segnale di questa adipochina ed è espressa ad alti livelli in diverse 
regioni dell’ipotalamo, in particolare a livello del nucleo arcuato.  
Il legame della leptina al recettore ObRb induce la dimerizzazione di 
quest’ultimo ed attiva la trasduzione del segnale.  
Una delle vie principalmente implicate è quella delle JAK/STAT, che 




capaci di fosforilare entrambi i monomeri del recettore ObRb (Fruhbeck, 
2006).  
Questa fosforilazione crea siti nel recettore a cui si legano le proteine 
STAT (Signal transducers and activators of transcription).  
Queste ultime, infine, vengono anch’esse fosforilate dalla JAK, 
dopodiché lasciano il recettore e si accoppiano, formando dimeri.  
I dimeri di STAT fosforilate si legano a sequenze specifiche di DNA, 
promuovendo l’espressione di alcuni geni. 
A livello del nucleo arcuato dell’ipotalamo, la cascata del segnale indotta 
dalla leptina porta all’inibizione della sintesi di molti neuropeptidi ad 
azione oressigenica, cioè che promuovono l’appetito, tra i quali il 
neuropeptide Y (NPY), il peptide correlato alla proteina Agouti (AGRP), 
l’ormone concentrante la melanina (MCH) e le oressine (Jequier, 2002).  
Contemporaneamente, la leptina produce effetti anoressigenici 
stimolando i neuroni a sintetizzare la pro-opiomelanocortina (POMC), 
una proteina precursore che dà origine all’ormone stimolante i 
melanociti (α-MSH); quest’ultimo è un neuropeptide che fa diminuire 
l’apporto di cibo agendo attraverso i recettori MC4R (melanocortin-4 
receptor) e MC3R (melanocortin-3 receptor) (Cowley et al, 2001). 
Mediante la sua azione a livello dei centri nervosi della fame e della 
sazietà, la leptina è direttamente coinvolta nella regolazione del bilancio 
energetico e nel controllo omeostatico della massa di tessuto adiposo.  
In condizioni normali, quando le riserve lipidiche aumentano, le cellule 
adipose bianche accelerano la sintesi di leptina per segnalare 




La leptina così diminuisce il senso della fame (effetti anoressizzanti) ed 
aumenta la spesa energetica, favorendo la riduzione del peso corporeo e 
della massa grassa. 
Al contrario, quando le riserve adipose diminuiscono, gli adipociti 
bianchi riducono la sintesi di leptina per segnalare all'ipotalamo che 
occorre aumentare l'assunzione di cibo e ridurre la spesa energetica. 
 
Figura 1. Azioni della leptina nella regolazione del bilancio 
energetico.  
 
In condizioni normali i livelli plasmatici di leptina aumentano dopo il 
pasto e si riducono nel digiuno prolungato, e sono generalmente 
proporzionali alla massa grassa presente nell'organismo (maggiori negli 




Le persone normopeso tuttavia, risultano più sensibili all'azione 
dell’ormone.  
Sebbene nelle comuni forme di obesità, soprattutto quella indotta da 
dieta, si riscontrino frequentemente aumentati livelli di leptina 
circolante in correlazione all’incremento della massa di tessuto adiposo, 
questi non risultano tuttavia sufficienti ad attenuare l’appetito o 
promuovere il dispendio energetico.  
Questa evidenza suggerisce che gli individui obesi possano sviluppare 
fenomeni di resistenza all’effetto della leptina endogena (Frederich et al, 
1995; Maffei et al, 1995; Considine et al, 1996; Morris et al, 2009).  
Il meccanismo alla base della leptino-resistenza può essere dovuto ad 
un ridotto trasporto della leptina a livello della barriera emato-
encefalica, con conseguente ridotta disponibilità della leptina per il suo 
recettore nel sistema nervoso centrale, o ad un’inibizione del signaling 
della leptina nelle cellule bersaglio (El-Haschimi et al, 2000; Munzberg, 
2010). 
Alcuni ricercatori hanno notato che nelle persone obese i recettori 
ipotalamici, pur non riuscendo a recepire il messaggio insito negli alti 
livelli di leptina (che indurrebbe all’astinenza dal cibo) sono comunque 
sensibili al calo della concentrazione dell'ormone. 
Per questo motivo, quando un obeso ingrassa lo stimolo della leptina 
viene "ignorato" e con esso anche la sua azione anoressigenica; al 
contrario, quando un obeso tenta di dimagrire l'ipotalamo recepisce la 




In questo caso quindi, il problema non è dato da un difetto di leptina 
ma da una ridotta sensibilità recettoriale nei confronti del proprio 
ligando.  
La leptino-resistenza ad oggi è considerata uno dei maggiori fattori di 
rischio per l’obesità (Morris & Rui, 2009; Munzberg, 2010).  
Tuttavia in alcuni casi l’obesità si sviluppa a causa del difetto di 
produzione dell’ormone; circa il 15% della popolazione presenta infatti 
una mutazione in eterozigosi nel gene che codifica per la leptina, il che  
induce una ridotta produzione della stessa che non raggiungendo le 
giuste concentrazioni ematiche non può svolgere la sua azione 
anoressizzante. 
Secondo recenti evidenze la leptina è inoltre implicata nella regolazione 
del bilancio energetico cellulare, sia riguardo alla regolazione 
dell’omeostasi del glucosio che dell’utilizzo degli acidi grassi, a livello dei 
tessuti periferici. La leptina svolgerebbe queste funzioni attraverso 
l’attività di una specifica proteina, l’AMPK, una serina/treonina chinasi 
attivata da aumentati livelli di AMP e quindi sensibile allo stato 
energetico cellulare (Minokoshi et al, 2002). 
Questa chinasi sembra coinvolta in molti degli effetti esercitati dalla 
leptina sull’ossidazione degli acidi grassi e sull’uptake del glucosio 
principalmente a livello del tessuto muscolare scheletrico (Janovskà et 
al, 2008; Roman et al, 2010). 
Ancora, gli studi degli ultimi dieci anni hanno messo in evidenza 
l’esistenza di uno stretto rapporto tra leptina ed insulina, che 




Modelli animali caratterizzati da ridotti livelli plasmatici di leptina, oltre 
ad obesità mostrano anche marcati segni di insulino-resistenza; in 
questi casi la somministrazione di leptina è in grado di migliorare il 
metabolismo del glucosio e la sensibilità all’insulina indipendentemente 
dai suoi effetti sull’omeostasi energetica (German et al, 2010). 
Sembra inoltre che l’interazione fra questi due ormoni sia biunivoca, e 
che l’insulina sia in grado di stimolare la secrezione di leptina da parte 
del tessuto adiposo (Kalra, 2013).  
Alterazioni del signaling della leptina dovute ad insulinopenia o 
iperinsulinemia portano alla perdita del controllo ipotalamico 
sull’omeostasi del glucosio che a sua volta provoca alterazioni nella 
glicemia (Kalra, 2013). 
Per quanto concerne la regolazione dell’omeostasi del glucosio, gli effetti 
del dialogo che si instaura fra tessuto adiposo e sistema nervoso 
centrale possono essere così riassunti (Kalra, 2008; Kalra, 2011; Kalra, 
2012): 
• L'insulina stimola la secrezione di leptina da parte degli adipociti; 
la leptina, a sua volta, regola la secrezione di insulina tramite relè 
neurali che inviano segnali alle cellule beta del pancreas.  
Quindi, uno stretto controllo in retroazione mantiene un pattern 
ottimale delle concentrazioni dei due ormoni circolanti per 
preservare l'omeostasi del glucosio. 
• La disponibilità di quantità ottimali di leptina a livello cerebrale è 
regolata dalla barriera ematoencefalica, mediante un meccanismo 




possono essere down-regolati dall’iperinsulinemia e dall’ 
iperleptinemia che derivano da stati di obesità patologica. 
Così, in linea con osservazioni già ben documentate, 
iperleptinemia e obesità sfociano inevitabilmente in un persistente 
stato di iperglicemia e diabete di tipo 2. 
Allo stesso modo, uno stato di leptinopenia, sia essa dovuta alla 
mancanza di stimoli insulinici endogeni (come nel caso del 
diabete di tipo 1) o ad una ridotta produzione dell’adipochina, 
causa un’insufficiente stimolazione dei target ipotalamici e quindi 
l’interruzione della comunicazione con i bersagli periferici, con 















2. L’OMEOSTASI GLUCIDICA 
2.1. La regolazione fisiologica della glicemia 
L’omeostasi glucidica è cruciale per la vita. Livelli troppo bassi di 
glicemia (ipoglicemia), così come livelli troppo elevati (iperglicemia) sono 
estremamente nocivi. 
Fondamentalmente la glicemia è mantenuta entro limiti fisiologici 
dall’equilibrio tra segnali trasmessi da ormoni ipo- (insulina) e 
iperglicemizzanti (glucagone, adrenalina), che vengono trasdotti, 












Figura 2. Regolazione della glicemia.  
(Tratta da: www.loescher.it/librionline/risorse_biografia/.../BIOgrafia_sezGcap6) 
 
Nello specifico, dopo un pasto, quando l’assimilazione dei carboidrati 




dell’insulina, che consente di aumentare il trasporto intracellulare e 
l’utilizzo del glucosio ematico nelle cellule adipose e muscolari. 
Viceversa, durante il digiuno, quando la glicemia tenderebbe a scendere 
al di sotto dei limiti fisiologici, prevale l’azione degli ormoni 
iperglicemizzanti che consentono di aumentare l’immissione in circolo di 
glucosio endogeno, previa mobilizzazione dalle riserve cellulari. 
Dunque nell’uomo la regolazione della glicemia è ottenuta attraverso 
complesse interazioni ormonali.  
L’introduzione dei nutrienti con la dieta determina anche la secrezione 
di numerosi ormoni gastroenterici che sono coinvolti nella regolazione 
della motilità intestinale, della secrezione acida gastrica e degli enzimi 
pancreatici, della contrazione della colecisti e del loro assorbimento. 
Recenti studi hanno dimostrato che alcuni ormoni intestinali sono 
addirittura in grado di facilitare l’utilizzazione del glucosio assorbito 
(riducendone la concentrazione plasmatica) attraverso una potente 
stimolazione della secrezione insulinica da parte del pancreas. 
L’osservazione che la somministrazione di glucosio per via orale 
comportava un più efficace stimolo alla secrezione insulinica rispetto 
all’introduzione di una stessa quantità di glucosio per via endovenosa, 
ha portato così allo sviluppo del concetto di incretine (Intestine 
Secretion Insulin, ossia molecole per il dialogo nell’asse enteroinsulare) 
a alla loro successiva individuazione (Ezcurra et al, 2013).  
La prima incretina ad essere identificata è stata il GIP (Glucose-




insulinotropico glucosio-dipendente), la seconda il GLP-1 (Glucagon-
Like Peptide 1, ovvero peptide glucagon-simile 1).  
Entrambi questi ormoni svolgono molteplici azioni sulla regolazione 
glicemica: promuovono la proliferazione delle cellule beta del pancreas, 
riducono la morte cellulare e stimolano il rilascio di insulina.  
Oltre alla sua azione di stimolo sulla secrezione insulinica, il GIP 
inibisce la secrezione acida gastrica e regola il metabolismo dei grassi 
nel tessuto adiposo. Il rilascio del GLP1 è stimolato da diversi nutrienti 
a livello intestinale ma la sua azione sulla secrezione insulinica è 
strettamente dipendente dal glucosio circolante. Rispetto al GIP, il GLP-
1 possiede anche un’azione sensibilizzante sui recettori del glucosio, 
inibisce la secrezione di glucagone e riduce lo svuotamento gastrico, 
rallentandolo. Inoltre sembra aumentare il senso di sazietà, limitando 
quindi l’introito di cibo e l’aumento di peso, pur continuando a 
stimolare la proliferazione beta-cellulare. 
Inoltre come già descritto nei paragrafi precedenti, anche la leptina 





L'insulina è un ormone peptidico prodotto dalle cellule beta delle isole di 
Langerhans all'interno del pancreas; nella sua forma matura e attiva, è 
formata da due catene chiamate A e B, rispettivamente di 21 




È il più potente agente anabolico fisiologico noto, in quanto promuove lo 
stoccaggio e la sintesi di lipidi, proteine e carboidrati.  
In particolare, l’insulina, quale ormone ipoglicemizzante, ha il compito 
di abbassare la glicemia promuovendo la captazione intracellulare del 
glucosio ematico da parte di diversi tessuti e permettendo così 
l’accumulo di riserve energetiche disponibili nella cellula. 
I tessuti target per eccellenza di questo ormone sono fegato, muscolo e 
adipe, definiti anche tessuti insulino-sensibili.  
La sensibilità all’insulina dipende dal fatto che le cellule che li 
costituiscono esprimono sulla loro membrana lo specifico recettore 
dell’insulina (IR). 
Il recettore dell’insulina è una proteina transmembrana ad attività 
tirosin-chinasica (TRK), costituito da due catene polipeptidiche α 
identiche che sporgono sulla superficie esterna della membrana 
plasmatica e da due subunità β transmembrana, con il dominio 
carbossiterminale che si estende nel citosol della cellula.  
Le catene α contengono il dominio con il sito di legame dell’insulina, 
mentre i domini intracellulari delle catene β contengono i siti attivi della 
proteina attraverso i quali, mediante meccanismi di autofosforilazione, il 
recettore è in grado di attivarsi e innescare così la trasduzione del 
segnale intracellulare. 
Il fine ultimo dell’insulina è dunque quello di permettere la captazione 
del glucosio ematico all’interno delle cellule mediante stimolazione del 




Tuttavia non tutti i tessuti del corpo umano dipendono dall'insulina per 
l'approvigionamento di glucosio. Il trasporto del glucosio attraverso la 
membrana è mediato da proteine integrali di membrana appartenenti 
alla famiglia GLUT (glucose transporters) (Augustin, 2010; Joost et al 
2002). 
I 14 membri della famiglia GLUT sono per la maggior parte trasportatori 
che mediano la diffusione facilitata del glucosio attraverso la membrana  
e sono espressi praticamente in tutti i tipi cellulari del corpo umano 
(Mueckler et al, 2013). 
Nell'uomo esistono numerose isoforme di GLUT, indicate con numeri 
crescenti (Glut-1, Glut-2, Glut-3, Glut-n), le quali, sebbene siano 
piuttosto simili, differiscono per alcune proprietà. 
Un trasportatore particolare del glucosio è il Glut-2, espresso 
soprattutto a livello epatico; questa proteina è infatti capace di lavorare 
in entrambe le direzioni, favorendo il passaggio dello zucchero dalla 
cellula al liquido interstiziale e viceversa.  
Tale funzione è assai importante perché il fegato è sede primaria 
della gluconeogenesi, cioè della sintesi ex-novo di glucosio (che deve poi 
essere immesso nel sangue) a partire da aminoacidi, glicerolo e acido 
lattico (Guillam et al, 1998).  
Sempre a livello epatico troviamo la proteina di trasporto Glut-7, 





Oltre al fegato, anche a livello del cervello e dei globuli rossi troviamo 
un'elevata concentrazione di trasportatori del glucosio insulino-
indipendenti, come il Glut-1 ed il Glut-3 (Leino et al, 1998). 
La captazione del glucosio stimolata dall’insulina avviene invece grazie 
alla presenza dello specifico trasportatore insulino-dipendente Glut-4 
sulla membrana cellulare di quei tessuti definiti insulino-sensibili, come 
il tessuto muscolare, scheletrico e cardiaco, e il tessuto adiposo. 
Uno dei passaggi fondamentali con cui l'insulina aumenta 
l'assorbimento del glucosio da parte delle cellule avviene principalmente 
arricchendo la densità di Glut-4 sulla membrana plasmatica.  
La localizzazione cellulare di Glut-4 è infatti governata da un processo 
di riciclaggio, in cui endocitosi, ordinamento in vescicole specializzate, 
traslocazione di queste ed esocitosi sono finemente regolamentate 
(Chang, 2004).  
In assenza di stimolo, i trasportatori Glut-4 sono sequestrati all’interno 
della cellula in vescicole chiamate GSVs (Glut-4 Storage Vescicles), e 
solo dopo lo stimolo insulinico e l’innesco delle vie di trasduzione del 




2.3. Trasduzione del segnale insulinico 
Attraverso il legame alle subunità α del suo recettore, l’insulina induce 
la transfosforilazione della subunità β su specifici residui di tirosina, 




stesso (Saltiel et al, 2003; Watson et al, 2004).  Il recettore subisce 
inoltre un’autofosforilazione su altri residui di tirosina nelle regioni 
juxtamembranali e a livello della coda intracellulare. 
L'IR attivato è così in grado di fosforilare residui di tirosina di substrati 
intracellulari che includono la famiglia dei Substrati del Recettore 
dell’Insulina (IRS-1 a 4). 
A questo punto, un sistema di secondi messaggeri promuove la 
divergenza del segnale in vie separate che regolano diversi effetti 
biologici (crescita cellulare, sintesi proteica e trasporto del glucosio). 
Dunque una specifica e coordinata risposta cellulare alla stimolazione 
dell’insulina richiede l’integrazione di una rete intricata di processi di 
segnalazione (Taniguchi et al, 2006).  
Limitando l’interesse principalmente alla regolazione della captazione 
del glucosio, il principale substrato di IR attivato è IRS-1 [Figura 3]. 
Una volta avvenuta la fosforilazione del residuo di Tyr612, IRS-1 
interagisce con la subunità regolatoria p85 della fosfatidilinositolo-3-
chinasi (PI3K) rendendola attiva. 
PI3K può così generare il prodotto lipidico fosfatidilinositolo-3,4,5-
trifosfato (PIP3), che regola la localizzazione e l’attività di numerose 
proteine (Shepherd, 2005) fra cui, di interesse per il processo in esame, 
la chinasi fosfoinositide dipendente (PDK-1).  
La PDK-1 attivata, a sua volta, fosforila e quindi modula tutta una serie 





AKT è una delle chinasi più importanti nel signaling insulinico in 
quanto molti dei suoi substrati sono implicati nella regolazione della 
captazione del glucosio.  
Uno dei principali target di AKT è la proteina attivante Rab-GTPasi 
(Rab-GAP) AS160, coinvolta nel traffico vescicolare. 
La fosforilazione di AS160 promuove la traslocazione di GLUT-4 sulla 
membrana plasmatica rendendo questo trasportatore disponibile per la 
captazione del glucosio [Figura 3]. 
 
 
Figura 3. Signaling dell’insulina. 
 
IRS-1 svolge però un duplice ruolo nella trasduzione del segnale a 
seconda di quale specifico residuo aminoacidico venga fosforilato. 
Sembra infatti che mentre la fosforilazione su Tyr612 promuova la 




membrana, questo venga invece bloccato se ad essere fosforilato è un 
residuo di serina (Ser 636/639) (Ginion et al, 2011) [Figura 4].  
In questo pathway di regolazione parallelo sarebbe coinvolta la via di 
mTOR/p70S6K, la quale può essere stimolata da diversi input, fra cui  
alcuni fattori di crescita, aminoacidi e la stessa insulina (Hay et al, 
2004). 
mTOR dunque oltre che partecipare alla regolazione di numerosi effetti 
biologici, può modulare anche la captazione del glucosio. 
 
 
Figura 4. Coinvolgimento della via mTOR/p70S6K nella regolazione 
del signaling dell’insulina. 
 
mTOR risulta infatti essere un bersaglio della chinasi AKT, e può essere 




Il coinvolgimento di mTOR porta all’attivazione sequenziale della chinasi 
p70S6K che fosforila IRS-1 sui residui di serina (Ser 636/639), e 
dunque all’ inattivazione di IRS-1 mediante l’innesco di un meccanismo 
di autoregolazione di tipo adattativo. 
In questo modo l’insulina può regolare negativamente la propria 
segnalazione a seguito, ad esempio, di una stimolazione prolungata del 
recettore (Takano et al, 2001; Tremblay et al, 2001). 
È stato ipotizzato che l’inibizione di questa via possa rappresentare una 
strategia per aumentare la sensibilità all’insulina (Boura-Halfon et al, 
2009). 
 
2.3.1. Ruolo della chinasi AMPK nel signaling dell’insulina 
L’AMPK (AMP-activated protein kinase) è una serina/treonina chinasi 
ritenuta uno dei più importanti indicatori dello stato energetico della 
cellula, è uno dei mediatori degli effetti della leptina sul metabolismo del 
muscolo ed è coinvolta nel signaling dell’insulina che porta alla 
traslocazione del Glut-4 sulla membrana plasmatica. 
Questa chinasi si attiva in presenza di tutti gli stress cellulari che 
alterano il rapporto AMP/ATP, ad esempio una dieta non equilibrata 
(iperlipidica e ipercalorica), la mancanza di ossigeno o l’esercizio fisico 
(Hardie et al, 2000; Hardie et al, 2003). 
Nel signaling dell’insulina descritto, l’AMPK può intervenire su due 
livelli indipendentemente dallo stimolo insulinico stesso [Figura 5]: 
• è in grado di fosforilare AS160, favorendo il trasporto delle 




• inibisce la via mTOR/p70S6K (Ginion et al, 2011).  
Si attribuisce dunque a questa chinasi un effetto sensibilizzante nei 
confronti dell’insulina: entrambe le sue interazioni nei diversi livelli del 
pathway portano infatti ad un aumento del numero dei trasportatori 
sulla membrana, in quanto agiscono positivamente sulla loro 
traslocazione (Hardie, 2008). 
 
 
Figura 5. Ruolo di AMPK nel signaling dell’insulina. 
 
2.3.2. Possibile ruolo di p-38mapk nell’attivazione di Glut-4 
La traslocazione del Glut-4 sulla membrana plasmatica è un 
prerequisito essenziale per la captazione del glucosio. Tuttavia, alcuni 
studi condotti sia su tessuto muscolare scheletrico che su adipociti 




presenti sulla membrana e la quantità di glucosio che viene captato 
dalle cellule (Furtado et al, 2003). Altri studi hanno inoltre dimostrato 
come esista una separazione temporale tra la massima traslocazione del 
Glut-4 e l’assorbimento del glucosio dopo stimolazione insulinica 
(Somwar et al, 2001). Questi dati hanno quindi suggerito l’ipotesi che 
esistano ulteriori meccanismi di regolazione dell’attività intrinseca del 
trasportatore Glut-4 in aggiunta alla sua traslocazione. In base a questa 
ipotesi, sarebbe necessario un ulteriore passaggio di attivazione del 
trasportatore traslocato per raggiungere il massimo regime di 
captazione del glucosio in risposta all’insulina (Furtado et al, 2003) 
[Figura 6]. 
 




Il ruolo di “attivatore” potrebbe appartenere alla proteina chinasi p38 
mapk (mitogen activating protein kinase), la quale può essere attivata 
da diversi tipi di stress (ipossia, raggi UV, inibitori della sintesi proteica) 
(Jensen et al, 1997; Rappsilbert et al, 2000), ormoni e fattori di crescita 
(insulina, IGF-1 e FGF) (Pawson & Scott, 1997; Kyriakis & Avruch, 
2001), ma anche dalla contrazione muscolare.  
La proteina risulta attiva se viene fosforilata sui residui di Thr180 e 
Tyr182 (Raingeaud et al, 1995).  
A supporto di questa tesi ci sono alcuni studi nei quali l’utilizzo di 
specifici inibitori di p38mapk hanno evidenziato una riduzione 
dell’uptake di glucosio in risposta allo stimolo insulinico in assenza di 
variazioni della densità del trasportatore sulla membrana (Somwar et al, 
2000).  
In questo caso la diminuzione dell’uptake di glucosio non dipende da 
una diminuzione del numero dei Glut-4 traslocati sulla membrana 
plasmatica, ma sembra invece legata ad un effetto diretto o indiretto di 
p38mapk sull’attività del trasportatore stesso. 
E’ stato suggerito che l’insulina stessa potrebbe intervenire 
sull’attivazione di Glut-4 tramite l’avvio di una via parallela a quella che 
prevede la traslocazione sulla membrana plasmatica e che ha come 
punto focale p38mapk (Furtado et al, 2003).  
La p38mapk è stata localizzata in stretta vicinanza con la membrana 
plasmatica (Furtado et al, 2003), lasciando supporre due possibili 
meccanismi d’azione: 




Una specifica fosforilazione potrebbe interferire con l’attività intrinseca 
del trasportatore, o influenzarne l’associazione con altre proteine che ne 
regolamentano l’attività. 
2. INTERAZIONE CON UN LIGANDO 
L’ipotesi più accreditata è quella che esista un ligando di tipo inibitorio 
e che quindi solo la sua rimozione possa attivare il trasportatore. 
Comunque, il meccanismo con cui p38mapk interagirebbe con il 
trasportatore per svolgere il suo ruolo di attivatore è ancora controverso 














3. MODELLI SPERIMENTALI PER LO STUDIO 
DELL’INSULINO-RESISTENZA ASSOCIATA AD 
OBESITA’  
3.1. Principali modelli animali di obesità 
Poiché l'incidenza di obesità continua a salire in tutto il mondo, 
l’individuazione di modelli animali che condividano con l’uomo sempre 
più caratteristiche tipiche di questa patologia può essere utile sia per 
comprenderne meglio i meccanismi molecolari che per sviluppare 
strategie preventive e/o trattamenti terapeutici.  
I modelli animali di obesità possono essere suddivisi in diverse 
categorie: 
• modelli genetici di obesità (animali con mutazioni in uno o più  
geni); 
• modelli di obesità indotta da dieta (animali esposti a particolari 
fattori ambientali come diete ad alto contenuto di grassi e/o 
zuccheri); 
• modelli di interazione dieta-genotipo, in cui i fattori genetici 
sfavorevoli associati ad un regime dietetico ipercalorico possono 
contribuire ad aggravare la condizione di obesità e le complicanze 
associate. 
I modelli sperimentali di obesità disponibili includono sia animali di 
media (suini) che piccola taglia (roditori). Tuttavia, nelle parti successive 




particolare, ai modelli più frequentemente utilizzati negli studi 
sperimentali: il topo.  
 
 
3.2. Modelli genetici di obesità 
I modelli animali di obesità di origine genetica più comunemente usati 
fra i piccoli roditori sono principalmente quelli che riguardano 
l’alterazione del sistema della leptina, sia a livello di sintesi di questa 
adipochina che del suo recettore: 
- topi ob/ob che presentano una totale deficienza di leptina; 
- topi db/db che presentano una totale deficienza del recettore per 
la leptina; 
 
3.2.1. Il topo ob/ob 
Nel 1950 venne identificato per la prima volta un ceppo di topi obesi, il 
cui fenotipo venne attribuito a una mutazione spontanea (Ingalls et al, 
1950). La natura di tale mutazione venne però chiarita solo negli anni 
novanta, quando venne caratterizzato il gene ob che codifica per 
l’ormone leptina (Zhang et al, 1994). 
I topi ob/ob sono caratterizzati da una mutazione spontanea del gene 
che impedisce la produzione e la secrezione della leptina a livello del 
tessuto adiposo bianco. La sintesi di questo ormone viene infatti 





Fenotipicamente, la mancanza di leptina porta ad insorgenza precoce di 
obesità caratterizzata da iperfagia, ridotto dispendio energetico e 
ipotermia; a queste alterazioni si accompagnano ulteriori difetti 
metabolici quali insulino-resistenza associata ad iperglicemia e 
iperinsulinemia (Lindstrom, 2007). 
Il modello del topo ob/ob è ampiamente usato per lo studio dei 
meccanismi di azione della leptina ed anche per comprendere il 
metabolismo glucidico e lipidico. 
 
3.2.2. Il topo db/db 
Anche il topo db/db mostra un’alterazione nel signaling della leptina, 
ma in questo caso una mutazione puntiforme è presente a livello del 
gene db  codificante per il recettore della leptina. 
Fenotipicamente questo modello è simile al topo ob/ob e sviluppa 
obesità ad insorgenza precoce, tuttavia l’aspetto più caratterizzante di 
questo ceppo è una iperglicemia più grave, accompagnata da livelli  
plasmatici di leptina superiori alla norma (Chua et al, 1996). Infatti, a 
causa della mutazione del recettore che non riesce a svolgere le sue 
normali funzioni, la principale caratteristica del topo db/db è la 
marcata leptino-resistenza.  
La leptino-resistenza è associata comunque ad una spiccata insulino-
resistenza, la quale favorisce l’insorgenza del diabete di tipo 2; per 





La mutazione del gene del recettore della leptina, analogamente alla 
mutazione del gene ob, è presente anche nell’uomo, sebbene limitata ad  
alcune famiglie; tuttavia, in entrambi i casi, si tratta di mutazioni 
monogenetiche molto rare. 
 
 
3.3. Modelli di obesità indotta dalla dieta 
Poiché uno dei principali fattori ambientali che può portare 
all’insorgenza di obesità negli esseri umani è il contenuto energetico 
della dieta (soprattutto derivante da grassi e zuccheri), una dieta ad alto 
contenuto calorico è spesso utilizzata per indurre l’obesità nei modelli 
sperimentali. 
A seconda del modello animale utilizzato possono esserci differenze 
ceppo-specifiche nelle risposte che si manifestano in seguito ad una 
dieta grassa (West et al, 1992); in particolare, tra i modelli murini, il 
ceppo C57BL/6J è quello più ampiamente usato perché questi animali, 
quando alimentati con una dieta ad alto contenuto calorico, mostrano 
delle anomalie simili a quelle che caratterizzano la sindrome metabolica 









3.4. Modelli di interazione dieta-genotipo 
Rispetto ai ceppi nativi (wild type), alcuni ceppi di roditori portatori di 
alleli recessivi mostrano una tendenza a sviluppare obesità più spiccata 
di altri. 
Per una migliore comprensione dei meccanismi alla base di alterazioni 
metaboliche complesse come quelle che caratterizzano lo sviluppo di 
obesità e le sue complicanze, sempre più importanza ha acquisito l’uso 
di modelli che cercano di indagare come un quadro genetico 
predisponente possa interagire con la componente ambientale legata al 
regime alimentare. 
In questo quadro, un modello di studio molto interessante può essere 
rappresentato dal topo eterozigote ob/+ (parzialmente deficiente nella 
produzione di leptina).  
L’interesse è anche dettato dall’evidenza che, benché la completa 
deficienza di leptina nell’uomo sia una condizione estremamente rara 
(Friedman & Halaas, 1998), un discreto numero di individui (circa il 
15% della popolazione) mostra invece livelli di leptina ridotti (ma non 
nulli) come conseguenza di una mutazione in eterozigosi (Farooqi et al, 
2001) o di un polimorfismo del gene ob (Hoffstedt et al, 2002).  
Al modello di topo eterozigote per il gene della leptina è stato riservato 
sino ad oggi scarso interesse in letteratura; tuttavia i topi ob/+, che in 
condizioni di dieta normocalorica non differiscono dai controlli, sono in 
grado di manifestare un fenotipo obeso ed insulino-resistente se 
sottoposti ad un regime alimentare con dieta ipercalorica ed iperlipidica 




Il topo eterozigote ob/+ ha quindi i presupposti per essere un ottimo 
modello per lo studio delle interazioni tra componente genetica ed 
abitudini alimentari. 
Il nostro laboratorio da alcuni anni ha cominciato ad utilizzare questo 
modello animale con un interesse particolare alle complicanze 
cardiovascolari. 
I risultati finora ottenuti hanno mostrato come la parziale deficienza di 
leptina rappresenti una condizione aggravante nello sviluppo di obesità 
e di complicanze metaboliche e cardiovascolari, rispetto al ceppo wt, in 
un contesto di regime dietetico iperlipidico. 
In particolare, quando sono alimentati con una dieta ipercalorica e 
iperlipidica, gli animali ob/+ mostrano un aumento significativamente 
maggiore rispetto ai wt per quanto riguarda il peso corporeo, il 
contenuto di tessuto adiposo e l’accumulo di grasso epatico, e una 
riduzione della funzionalità cardiaca (efficienza pompante e contrattilità 
di parete).  
A ciò si associa una ridotta sensibilità verso l’insulina ed un aumento 
nei parametri plasmatici riguardanti sia la glicemia che il profilo 
lipidico, confermando così l’esistenza di un’interazione tra genotipo e 
dieta.  
La parziale deficienza di leptina sembra inoltre determinare alterazioni 
della funzione endocrina del tessuto adiposo. Negli animali ob/+ infatti, 
in associazione con la deficienza di leptina, si riscontra anche una 
riduzione dei livelli di adiponectina ed un aumento di IL-6 quali 




4. IL PEPTIDE MIMETICO DELL’ 
APOLIPOPROTEINA A1, L-4F  
4.1. Potenziale ruolo di L-4F nel trattamento dell’obesità 
Con lo scopo di sviluppare una terapia nei confronti dell’obesità e dei 
possibili danni cardiovascolari che possono insorgere in seguito 
all’aumento di peso, nell’ultimo decennio l’attenzione di diversi gruppi di 
studio si è concentrata sul peptide L-4F, mimetico dell’apolipoproteina 
A1. 
L’apolipoproteina A-1 (apoA-1) è la principale componente proteica delle 
HDL-c nel plasma, previene l’ossidazione e l’aggregazione del colesterolo 
delle lipoproteine a bassa densità (LDL-c) nelle pareti dei vasi arteriosi e 
stimola l’efflusso del colesterolo dalle cellule vascolari stesse (Khoo et al, 
1990; Van der Velde, 2010). 
Sono stati fatti molti sforzi per disegnare peptidi analoghi ad apoA-1 
capaci di promuovere la formazione di particelle simili a HDL-c ma con 
una potenza ed un’efficienza maggiorate in vivo.  
Anantharamaiah e colleghi, basandosi sulla capacità di formare eliche 
in maniera analoga a quella dell’apoA-1 umana, hanno sintetizzato un 
peptide di 18 aminoacidi di sequenza DWLKAFYDKVAEKLKEAF 
(Anantharamaiah et al, 1986).   
Successivamente fu scoperto che le caratteristiche di legame di questo 
peptide con i lipidi potevano essere migliorate bloccando i terminali 




L’iniziale aggiunta di 2 residui ha dato origine ai composti 2F (Datta et 
al, 2001; Palgunachari et al, 1996). Infine il passaggio successivo fu la 
sintesi dei composti 5F e 4F, con rispettivamente cinque e quattro 
residui idrofobici.  
Il peptide 4F, è presente in due versioni: D-4F (composto da D-
amminoacidi) e L-4F (composto da L-amminoacidi).  
Tanto D-4F che L-4F si sono dimostrati efficaci nel ridurre l’adiposità, 
aumentare i livelli di adiponectina, ridurre l’insulino-resistenza e la 
produzione di IL-1β e IL-6 in topi omozigoti ob/ob (Peterson et al, 2008; 
Peterson et al, 2009; Sherman et al, 2010). 
L’esperienza ottenuta nel nostro laboratorio ha evidenziato che, in 
regime di dieta iperlipidica, il trattamento prolungato (8 settimane) con 
il peptide L-4F è efficace nel ridurre l’accumulo di grasso a livello del 
tessuto adiposo e del fegato, riducendo i parametri plasmatici 
dell’infiammazione, ripristinando la sensibilità all’insulina e 
recuperando in parte la funzionalità cardiaca in un modello di obesità 








5. SCOPO DELLA TESI 
Alla luce dei dati ottenuti in precedenza nel nostro laboratorio, nello 
studio sull’effetto di una dieta iperlipidica e ipercalorica sullo sviluppo 
di obesità, insulino-resistenza e alterazioni della funzionalità cardiaca 
nei topi ob/+, lo scopo della presente tesi è stato quello di indagare in 
maniera più approfondita il fenomeno dell’insulino-resistenza, 
attraverso lo studio della regolazione della trasduzione del segnale 
dell’insulina, principalmente sul tessuto muscolare cardiaco e, per 
confronto, su quello scheletrico. 
Sono stati allo scopo confrontati due differenti modelli sperimentali di 
obesità che coinvolgono l’alterazione del gene ob: il topo eterozigote 
ob/+, nutrito in regime di dieta iperlipidica, ed il topo ob/ob. 
Il primo modello è stato scelto in quanto rappresentativo di una 
condizione in cui si possono trovare migliaia di persone affette da 
obesità patologica; il secondo modello perché con maggiori riferimenti in 
letteratura. 
Lo scopo dell’indagine è stato quello di cercare analogie o differenze nel 
pathway insulinico e nei meccanismi molecolari alla base dell’insulino-
resistenza nei due diversi modelli di obesità. 
In questa ottica gli obiettivi del progetto sono stati: 
• confrontare l’effetto di una dieta iperlipidica associata a un 
parziale difetto genetico, e l’effetto del solo difetto genetico, nei 
due modelli murini, analizzando l’espressione proteica di molecole 




(IR), le chinasi AKT e AMPK, il trasportatore del glucosio insulino-
dipendente Glut-4 e la proteina p38mapk; 
• valutare l’esistenza di analogie o differenze nel signaling 
dell’insulina in due differenti tessuti muscolari, scheletrico e 
cardiaco, nei due modelli murini di obesità presi in esame; 
• valutare l’efficacia del trattamento con il peptide L-4F, mimetico 
dell’apolipoproteina A1, nel modulare le vie del segnale 













6. MATERIALI E METODI 
6.1. Animali e protocollo sperimentale 
Tutte le procedure e i protocolli sperimentali descritti e utilizzati nel 
presente studio sono stati eseguiti seguendo le linee guida nazionali 
dettate dal D.Lgs 116 (1992) e in modo conforme ai “Guiding Principles 
for Research Involving Animals and Human Beings” approvato dal 
consiglio della società Fisiologica Americana (The American 
Physiological Society, 2002). 
Gli esperimenti sono stati condotti su topi maschi C57BL6 wild-type 
(wt), ob/+ (B6 V-Lep ob/+, mutante del ceppo originale C57BL6) e 
ob/ob, acquistati presso allevamenti conformi alle vigenti normative 
(Harlan, Italia) oppure allevati presso il Centro di Biomedicina 
Sperimentale (CBS) dell’Area della Ricerca CNR. 
 
6.1.1. Genotipizzazione degli animali 
Gli animali nati presso i nostri laboratori sono stati caratterizzati 
riguardo alla presenza degli alleli ob o wt del gene della leptina mediante 
procedure di genotipizzazione. 
La tipizzazione per la variante del gene della leptina è stata effettuata 




Agli animali nati in loco presso il CBS di età compresa tra 4-5 settimane 
e sotto anestesia veniva prelevata la parte terminale della coda (circa 
0,5 cm) mediante taglio e cauterizzazione del moncone di amputazione. 
Per l’estrazione del DNA è stato utilizzato il kit EuroGold, Tissue DNA 
mini Kit® (Euroclone-Milano). 
Il frammento di coda era incubato con : 
-  400µl di TAMPONE DI LISI 
-  20µl di PROTEINASI K 
-  15µl di RNAsi A (20mg/ml) 
per circa 2 ore a 50°C. 
Al termine dell’incubazione il tessuto risultava completamente lisato. 
Eventuali debris e parti di tessuto non lisato erano eliminati mediante 
centrifugazione a 10000xg per 30 secondi. 
Al sopranatante veniva aggiunto in proporzione 1:1 v/v il tampone di 
legame per il DNA, quindi la soluzione era caricata su colonna e 
centrifugata a 10000xg per 1 minuto. 
Dopo lavaggio con idoneo tampone il campione era asciugato mediante 
centrifugazione a vuoto a 10000xg per 2 minuti e il DNA eluito 
incubando la colonna per 3 minuti con 200µl di tampone di eluizione e 
centrifugando poi per 1 minuto a 10000xg. 
 
6.1.2. Quantificazione del DNA 
La quantità e la purezza del DNA sono stati valutati mediante lettura 




OD) di DNA letta allo spettrofotometro alla lunghezza d’onda λ=260nm 
corrisponde a 50µg. 
I campioni erano letti mediante spettrofotometro NanoDrop® (ND-1000 
Spectrophotometer, Celio S.p.A). 
Il grado di purezza è stato valutato mediante il rapporto tra i valori di 
assorbanza A260/A280, considerando appropriato un valore superiore a 
1,6. 
 
6.1.3. Amplificazione mediante PCR 
La sequenza dei primers selezionati è la seguente : 
F : 5’ TCC AAG ATG GAC CAG ACT CT 3’ 
R : 5’ AGG GAG CAG CTC TTG GAG AA 3’ 
L’amplificazione veniva eseguita in un volume finale di 25µl con : 
- Primers forward (F) e reverse (R) alla concentrazione finale di 
0,5µM 
- dNTP 0,2mM 
- Buffer 10x 
- 1 U Taq (HotMaster Taq Prime, USA) 
- 500ng di DNA 
L’amplificazione era effettuata su una macchina Perkin Elmer 9600 
(Perkin Elmer, USA). 
Dopo una iniziale denaturazione a 94°C per 5 minuti il gene di interesse 
è stato amplificato per 32 cicli (94°C 30”; 58°C 30”; 72°C 30”), seguiti da 




5µl di ciascun campione erano poi caricati su gel di agarosio al 2% per 
verificare l’avvenuta amplificazione. 
 
6.1.4. Restrizione 
I frammenti amplificati degli alleli wt e ob venivano differenziati 
mediante digestione con l’enzima di restrizione DdeI. 
L’allele mutato ob ha infatti un sito di restrizione per DdeI e viene 
tagliato dall’enzima, a differenza dell’allele normale dove il sito di 
restrizione specifico non è presente. 
Il protocollo di restrizione è stato scelto seguendo le indicazioni di 
Hirasawa et al (1997). 
L’incubazione veniva effettuata a 37°C per 3 ore, con 0,5µl di enzima, 
8µl di amplificato, 2µl di buffer “high-salt” e acqua (volume finale = 
20µl). Alla fine, 12µl di ciascun campione erano caricati su un gel di 
agarosio al 4% e sottoposti ad elettroforesi per la separazione dei 
frammenti ottenuti. 
Mentre il frammento del gene wt ha una lunghezza di 140 bp, in seguito 
alla digestione enzimatica i frammenti digeriti dell’allele mutato ob 
hanno una lunghezza di 44 e 96 bp rispettivamente. 
Dunque, nei wt si otterrà solo la banda corrispondente al  frammento di 
140 bp, negli ob/+ saranno visibili 3 bande, e negli animali ob/ob 
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Figura 7. Esempio di corsa elettroforetica dei frammenti di 
restrizione. 
 
6.1.5. Protocollo sperimentale 
Gli animali sono stati mantenuti in regime controllato di alternanza 
luce/buio di 12 ore, ad una temperatura costante di 21 ± 0.5 °C, con 
umidità relativa del 55 ± 2%, e sono stati alimentati con una dieta 
standard e con libero accesso all’acqua fino all’età di 8-10 settimane. 
Successivamente, sia i topi wt che quelli del ceppo ob/+ sono stati 
suddivisi in due gruppi e nutriti per circa 4 mesi (18 settimane) o con 
dieta standard (DS, 2844 Kcal/kg, senza grassi di origine animale) o 
con dieta ad alto contenuto calorico in cui il 45% dell’apporto energetico 
era derivante da grassi animali (“High Fat”, HF, 4730 Kcal/kg, con un 
contenuto di colesterolo di 196,5 mg/kg). 
I topi ob/ob sono stati nutriti esclusivamente con dieta standard. 








Tabella 1. Dettagli nutrizionali delle due diete utilizzate 
 
Nutrienti Dieta Standard Dieta High Fat 
Proteine (Kcal %) 24 20 
Carboidrati (Kcal %) 65 35 
Grassi (Kcal %) 11 45 
Colesterolo (mg/Kg) - 196,5 
Totale (Kcal/Kg) 2844 4730 
 
Gli animali wt e ob/+, dopo le prime 10 settimane di dieta High Fat, e 
gli animali ob/ob mantenuti in regime di dieta standard, sono stati a 
loro volta suddivisi in due sottogruppi: una parte di animali è stata 
trattata con il peptide mimetico dell’apolipoproteina A1, L-4F (Ac-D-W-
F-K-A-F-Y-D-K-V-A-E-K-F-K-E-A-F-NH2). 
Il peptide è stato dissolto in una soluzione di ammonio bicarbonato 100 
mM, 0.01% TWEEN, pH 7.4, ed è stato iniettato per via intraperitoneale 
ad una dose giornaliera pari a 2mg/kg di peso corporeo.  
Un’altra parte di topi è stata trattata con iniezioni intraperitoneali di 
soluzione fisiologica (veicolo) di pari volume.  
In entrambi i casi il trattamento è stato ripetuto per 5 giorni alla 
settimana per un totale di 8 settimane. 


















Figura 8. Schema del protocollo sperimentale. 
 
 
Il numero degli animali e la loro allocazione nei diversi tipi di indagine 










Topi del ceppo C57BL6 
(wt) e topi B6 V-Lep
(ob/+,ob/ob mutanti del 
ceppo originale C57BL6)
10 settimane 8 settimane
Dieta high fat
+ L-4F o 
veicolo
IPITT, eco IPITT, eco
Dieta standard
Dieta high fat: 45% di energia derivante da grasso animale
Trattamento con L-4F : 2 mg/kg, ip giornaliero







Tabella 2. Numero degli animali utilizzati per i diversi set 
sperimentali  
Dieta Standard Dieta HF 
+ veicolo + L4F + veicolo +L 4F 
 
wt ob/+ ob/ob ob/ob wt ob/+ wt ob/+ 
Peso 
animale 




15 15 6 = 15 15 11 11 
Parametri 
plasmatici 
8 16 17 7 16 18 10 11 
Ecocardio-
grafia 





5 7 12 6 8 8 4 6 
 
 
6.2. Test di tolleranza all’insulina 
La sensibilità all’insulina è stata misurata mediante il test di tolleranza 
insulinica (IPITT) al termine delle 18 settimane previste dal protocollo 
sperimentale. Il test è stato eseguito mediante iniezione intraperitoneale 
di una quantità di insulina Humulin R pari a 1.2 U/Kg di peso 
corporeo, in topi svegli e a digiuno da 6 ore. La misurazione del livello di 
glicemia veniva effettuata con il metodo della glucosio ossidasi 




di sangue ottenuta mediante venipuntura della coda, prima (condizione 
basale) e dopo 10, 20, 30, 60, 90 e 120 minuti dall’iniezione di insulina.  
Per ciascun animale le misure di glicemia sono state quindi riportate in 
grafico in funzione del tempo ed è stata calcolata l’area sotto la curva 
(AUC) secondo la regola dell’area trapezoidale. 
Il protocollo utilizzato era conforme alle linee guida suggerite da “Animal 
Models of Diabetic Complications Consortium”, USA. 
La Figura 9 riporta, a titolo esemplificativo, l’andamento della glicemia 
misurato durante il test di tolleranza insulinica di un topo wild type in 
regime di dieta standard. 
 
Figura 9. Grafico rappresentativo dell’andamento dei livelli 
glicemici in funzione del tempo, ottenuto mediante il test di 





6.3. Analisi dei parametri plasmatici 
Al termine del periodo sperimentale sono stati raccolti campioni di 
sangue in topi anestetizzati con iniezione intraperitoneale di 
Pentobarbital (40mg/kg).  
I campioni sono stati immediatamente centrifugati (5000 x g per 10 
minuti) ed il plasma è stato conservato a -20°C. I campioni sono stati 
utilizzati per le analisi dei valori glicemici, eseguite mediante un 
analizzatore automatico (Vet Test, IDEXX Laboratories Italia, Milano), e 
per la quantificazione dei livelli plasmatici di insulina, leptina e 
adiponectina mediante specifici saggi ELISA.  
Sono stati impiegati i seguenti kit commerciali: Ultra sensitive Insulin 
ELISA kit (Crystal Chem Inc., USA), Mouse Leptin EIA kit (Assay 
Designs, Stressgen, USA), Adiponectin (mouse) ELISA kit (AdipoGen 
Inc., Korea). 
E’ stato inoltre valutato l’ HOMA-IR, un indice di insulino-resistenza 
generalizzata, non tessuto specifica, ottenuto dal prodotto tra i valori 
plasmatici di insulina (micron/ml) e di glucosio (mmol/l), diviso per un 
valore costante pari a 242. Il valore della costante è stato derivato dal 
nostro database, assumendo che i topi di riferimento (n=125), 
comparabili per età e per tempo di digiuno (4 ore) abbiamo un valore 
medio di indice HOMA uguale a 1. Il calcolo è stato eseguito utilizzando 
gli stessi assunti applicati nello sviluppo dell’indice HOMA nell’uomo 
(Matthews et al, 1985), e analogamente all’uomo, sono stati considerati 





Per valutare lo stato di funzionalità ventricolare nei diversi ceppi di topi, 
nei diversi regimi dietetici e, eventualmente, in presenza o meno di 
trattamento farmacologico, per ciascun animale è stato acquisito un 
imaging ecocardiografico in corrispondenza delle diverse fasi del  
periodo sperimentale, come indicato nello schema riportato in Figura 7. 
In animali sotto anestesia (Pentobarbital 20mg/kg i.p.) e mantenuti in 
posizione supina, le sedute di ecocardiografia trans-toracica 
bidimensionale (2D) sono state eseguite mediante un sistema portatile 
ad ultrasuoni (MyLab 25, Esaote SpA, Genova, Italia) dotato di un 
trasduttore lineare ad alta frequenza (LA523, 12.5 MHz).  
Sono state ottenute immagini bidimensionali in asse corto a livello dei 
muscoli papillari del ventricolo sinistro (LV) dalle quali sono state 
derivate le misure degli spessori parietali e i diametri della camera 
ventricolare sia in telediastole che in telesistole.  
In particolare sono state effettuate misurazioni per quanto riguarda la 
frazione di accorciamento (FS, fractional shortening), che rappresenta la 
differenza percentuale del diametro della cavità del ventricolo sinistro 
tra sistole e diastole; la frazione di eiezione (EF, ejection fraction), che 
rappresenta un indice percentuale di svuotamento del ventricolo 
sinistro durante la sistole; e  la frazione di ispessimento delle pareti del 
ventricolo sinistro durante la sistole (STW, systolic thickness wall), che 
rappresenta l’accorciamento delle fibre muscolari della parete 











Figura 10. Immagine ecocardiografica del ventricolo sinistro 
ottenuta in proiezione parasternale in asse corto. a) Immagine 
bidimensionale, B-mode; b) immagine monodimensionale, M-mode 
riferita al piano identificato dalla linea verde nell’immagine (a). Ds: 




6.5. Analisi di espressione proteica 
6.5.1. Preparazione e quantificazione proteica dei campioni  
Al termine del periodo sperimentale gli animali sono stati sacrificati 




I cuori e i campioni di tessuto muscolare scheletrico sono stati prelevati, 
rapidamente congelati in azoto liquido e quindi conservati a -80°C. 
Successivamente i campioni di tessuto sono stati sottoposti ad 
omogeneizzazione per l’ estrazione delle proteine totali.  
Ai campioni, preventivamente pesati, è stato aggiunto 1ml per ogni 100 
mg di campione circa di tampone(pH 7.4)  contenente: 
- Potassio fosfato 10 mM 
- Saccarosio 250 mM 
- EDTA 2 mM 
al quale sono stati aggiunti al momento dell’uso gli inibitori di proteasi e 
fosfatasi : 
- PMSF 200 µM 
- PEPSTATINA 1 µg/ml 
- LEUPEPTINA 1 µg/ml 
- APROTININA 1 µg/ml 
- COCKTAIL di INIBITORI di FOSFATASI (Halt Protease and 
Phosphatase Inhibitor Cocktail, Thermo Scientific)10 µl/ml. 
L’omogenizzazione dei campioni è stata effettuata mediante Tissue Lyser 
(Qiagen®), uno strumento che permette di operare la rottura di 
materiale organico applicando una vibrazione ad elevata frequenza ai 
campioni messi a contatto con piccole sfere di acciaio.  
Il protocollo da noi utilizzato prevedeva 2 cicli di 2 minuti ad una 




Una volta recuperato, l’omogenato è stato sottoposto ad un protocollo di 
centrifugazione differenziale (seguendo le indicazioni di Zhou et al, 1998) 
in modo da recuperare in una frazione separata le proteine presenti 
sulla membrana cellulare [Figura 11].  
 
Figura 11. Schema del protocollo di estrazione delle frazioni 
proteiche citosolica e di membrana. 
 
L’omogenato è stato centrifugato a 2500 xg per 10 minuti a 4°C ed il 
pellet è stato scaricato. 
Il sovranatante recuperato è stato in parte direttamente aliquotato e  
rapidamente congelato in azoto liquido per essere successivamente 
conservato a -80°C come lisato totale del campione, ed in parte è stato 




In questo modo veniva separata la componente più pesante che 
contiene le proteine di membrana (pellet) dalla frazione citosolica 
(sopranatante). 
I sovranatanti sono stati aliquotati e conservati a -80°C, mentre i pellet 
sono stati risospesi in 400µl di tampone e nuovamente  centrifugati a 
9000 xg per altri 20 minuti a 4°C, e i pellet formati sono stati disciolti in 
~150µl di tampone e conservati a -80°C (frazione di membrana).  
Ad ogni passaggio, piccole aliquote di circa 30-50µl delle varie frazioni 
raccolte (estratto totale, frazione citosolica e frazione di membrana) sono 
state messe da parte per essere utilizzate per la quantificazione della 
concentrazione proteica. 
 
Il metodo utilizzato per la quantificazione proteica è stato il Saggio 
dell’Acido Bicinconinico (BCA protein assay kit, Pierce, Rockford, IL). 
Il saggio è basato sul principio della riduzione degli gli ioni rame Cu2+ a 
seguito di legami peptidici con proteine in condizioni alcaline. In queste 
stesse condizioni, l’acido bicinconinico, un reagente altamente sensibile, 
stabile e specifico per il Cu+, forma con esso un composto di color 
porpora la cui intensità è proporzionale alla quantità di proteine totali 




          
Figura 12. Reazione responsabile della rivelazione colorimetrica del 
saggio del BCA. 
 
La variazione di intensità è determinata mediante misure di assorbanza 
allo spettrofotometro a 540 nm.  
Il valore della concentrazione viene quindi calcolato sulla base di una 
retta di taratura costruita utilizzando campioni di albumina di siero 
bovino a concentrazione nota. 
 
6.5.2. Western Blot 
Per l’analisi dell’espressione proteica è stata utilizzata la tecnica del 
Western Blot dopo elettroforesi delle proteine in condizioni denaturanti. 
I campioni sono stati preparati aggiungendo all’estratto (frazione di 
membrana, citosolica o totale) una soluzione di Sample Buffer 3x così 
composta: 
- Tris HCl pH 6.8 100 mM 




- SDS 30% 
- BLU di BROMOFENOLO 0,015% 
Al momento dell’uso è stato aggiunto ditiotreitolo (DTT) alla 
concentrazione finale di 100 mM. Benché la preparazione dei campioni 
sia la medesima, i campioni di lisato totale e della frazione citosolica 
sono stati anche bolliti a 95°C per 5 minuti prima di essere conservati a 
-20°C; il procedimento di bollitura non è necessario invece per i 
campioni di membrana. In seguito, i campioni proteici così ottenuti 
sono stati sottoposti all’elettroforesi su gel di poliacrilammide (SDS-
PAGE) per separare le proteine presenti nel campione in base al loro 
peso molecolare. 
Il gel di poliacrilammide è costituito da due diversi tipi di gel : 
• “UPPER GEL” (necessario per la realizzazione dei pozzetti nei quali 
verrà caricato il campione) alla concentrazione fissa del 4% ottenuto 
miscelando opportunamente : 
-ACRILAMMIDE 40% 
-BIS-ACRILAMMIDE 2% 
-Tris-HCl 0,5M pH 6.8 
con SDS allo 0.1%, e piccole quantità di TEMED e APS (ammonio 
persolfato) come catalizzatori della reazione di polimerizzazione. 
•  “LOWER GEL” (la componente di gel utilizzata per la corsa 
elettroforetica dei campioni) alla concentrazione variabile di 7,5-11% 






-Tris-HCl 1,5M pH 6.8 
con SDS allo 0.1%, e TEMED e APS come catalizzatori della reazione di 
polimerizzazione. 
Per la realizzazione dei gel sono stati usati vetri di spessore variabile tra 
1 e 1,5mm. La vaschetta di corsa è riempita con un tampone specifico, 
“RUNNING BUFFER”, preparato da una soluzione madre 10x costituita 
da : 
- Tris 25 mM 
- GLICINA 192 mM         pH 8.3 
- SDS 0,1% 
Dopo aver caricato i campioni (20-25µg) e il marker per i pesi molecolari 
(Prestained Protein Marker #7720, Cell Signaling Technology®) (6µl) nei 
pozzetti, la corsa elettroforetica è condotta ad un voltaggio costante di 
200V per un tempo di circa 40 minuti [Figura 13]. 
 
 





Le proteine separate in base al loro peso molecolare vengono a questo 
punto trasferite dal gel ad una membrana di PVDF (Amersham Hybond-
P, GE Healthcare), precedentemente attivata per 1 minuto in etanolo, 
mediante un processo di trasferimento elettrico. 
Gel e membrana sono montati in stretta adesione in un “sandwich”, in 
cui vengono inseriti anche fogli di carta e spugnette secondo un ordine 
preciso per conferire spessore [Figura14]. 
 
Figura 14. Il “sandwich” di trasferimento. 
 
Il “sandwich” viene assemblato bagnando tutto con un tampone 
specifico per il trasferimento detto “TRANSFER BUFFER” preparato da 
una soluzione madre 10x contenente : 
- Tris 25 mM               pH 8.3 
- GLICINA 192 mM 
Una volta pronto, il sandwich viene posizionato nella vaschetta di 
trasferimento con il transfer buffer, a sua volta inserita in un con bagno 




Il trasferimento avviene ad un voltaggio costante di 100V e 350mA per 
un tempo di 2 ore. 
Per verificare l’avvenuto trasferimento delle proteine la membrana viene 
colorata con Rosso Ponceau per 10 minuti (previa riattivazione in 
etanolo per 1 minuto), decolorata poi in acqua distillata e acquisita 
tramite scanner [Figura15]. 
 
 
Figura 15. Membrane colorate con Rosso Ponceau acquisite 
mediante scanner. 
 
Dopo una serie di lavaggi in tTBS (NaCl 2,5 M, Tris HCl 1 M con Tween 
alla concentrazione dello 0.1%) la membrana viene bloccata per 2 ore 
con una soluzione di tTBS + 5% Dry Milk per impedire il successivo 
legame degli anticorpi a siti aspecifici. 
Previo ulteriori lavaggi, la membrana viene incubata con l’anticorpo 
primario specifico per la proteina di interesse, opportunamente diluito 
in tTBS + 5% BSA, per tutta la notte a 4°C. Il giorno seguente, dopo 
ripetuti lavaggi, la membrana viene incubata per 1 ora a temperatura 




L’anticorpo secondario è coniugato con HRP (horseradish peroxidase), 
enzima che permette la rilevazione del legame dell’anticorpo con la 
proteina di interesse, mediante una reazione di chemiluminescenza che 
utilizza come substrato il luminolo (LiteAblot Extend, Euroclone). 
La luminescenza prodotta dalla reazione sulla membrana impressiona 
una lastra fotografica portando alla rivelazione delle bande [Figura 16]. 
Una volte sviluppate, le immagini sulle lastre sono state acquisite 
mediante scanner ed è stata valutata la densitometria delle bande 
tramite il programma di analisi Image J (National Institute of Health, 
USA). 
            
Figura 16. Esempio di lastra sviluppata. 
 
Nel nostro studio sul tessuto muscolare, cardiaco e scheletrico (frazione 
totale), sono stati saggiati i livelli di espressione delle seguenti proteine 
coinvolte nel metabolismo energetico cellulare: 
• La chinasi AMPK (anti-AMPK [#2531] e anti-pAMPK (Thr 172) 
[#2532], Cell Signaling Technology®) 
• La chinasi AKT (anti-AKT [#9272] e anti-pAKT (Ser 473) [#4058], 
Cell Signaling Technology®) 
• Il recettore dell’insulina IR (anti-IR [#3020] e anti-pIR (Tyr 




• Il trasportatore del glucosio insulino-dipendente Glut-4 (anti-
GLUT-4 [#CBL243], Millipore) 
• La chinasi p38mapk (anti-p38mapk [#9212] e anti-p-p38mapk 
(Thr180/Tyr182) [#9211] , Cell Signaling Technology®)  
La proteina GAPDH (anti-GAPDH [#2118], Cell Signaling Technology®)è 
stata impiegata come riferimento per la normalizzazione dei livelli di 
espressione. 
Per quanto riguarda invece i saggi effettuati sulla frazione di membrana 
ci siamo concentrati sulla valutazione dell’espressione delle seguenti 
proteine: 
• Il trasportatore del glucosio insulino-dipendente Glut-4 
• Il recettore dell’insulina IR 
• La proteina di membrana CAV-3 (anti-CAV-3 [#ab2912], Abcam®) 
impiegata come riferimento per la quantificazione dei livelli di 
espressione. 
Gli anticorpi secondari utilizzati per la rivelazione sono stati: 
- anti-rabbit HRP (#7074, Cell Signaling Technology®); 
- anti-mouse HRP (#7076 Cell Signaling Technology®). 
L’utilizzo sia degli anticorpi primari che di quelli secondari sui campioni 
sperimentali è stato preceduto da una serie di prove per la messa a 
punto delle migliori diluizioni ai fini dell’applicazione pratica sui tessuti 






6.6. Analisi Statistica 
I dati riportati nel presente studio sono espressi come media ± errore 
standard (SE). 
Il confronto statistico fra i  gruppi è stato condotto mediante analisi 
della varianza (ANOVA) a due vie, considerando il genotipo (wt, ob/+ o 
ob/ob) e la dieta (DS o HF) o il trattamento in HF (veicolo o L-4F) come 
fattori principali.  
Il confronto fra due gruppi è stato eseguito mediante ANOVA ad una via. 
Il test di Fisher o lo Student’s t-test per dati non appaiati venivano 
utilizzati come post hoc test. 
Per ciascuna valutazione è stato considerato statisticamente 
significativo un valore di p<0.05.  






7.1. Effetti del regime dietetico sul peso corporeo  
Nel presente studio sperimentale sono stati confrontati due diversi 
modelli murini di obesità associata ad alterata produzione di leptina, 
rispettivamente topi ob/ob in dieta standard (DS) e topi ob/+ in dieta 
iperlipidica (HF), allo scopo di determinare le possibili similitudini o 
differenze.   
È stato inoltre affiancato a questi due, un modello in cui l’obesità è 
esclusivamente indotta dal regime dietetico ipercalorico (wt in dieta HF).  
Per prima cosa è stata valutata la variazione di peso in animali 
appartenenti ai genotipi wt o ob/+, nutriti per 18 settimane con dieta 
standard o High Fat, e animali ob/ob nutriti con dieta standard per il 
periodo corrispondente.  
I pesi corporei degli animali sono stati registrati all’inizio del periodo 
sperimentale e ad intervalli settimanali per le successive 18 settimane 
di studio. In tutti gli animali si è osservato un progressivo aumento di 
peso nel corso del periodo di studio per effetto della crescita fisiologica; 
tuttavia, per gli animali nutriti con dieta ipercalorica (wt e ob/+) e per i 
topi ob/ob l’aumento di peso è stato significativamente maggiore 
rispetto a quanto previsto dalle curve di crescita standard. 
In particolare, per gli animali wt in regime di dieta iperlipidica si è 
stimato un aumento di peso di circa 3 volte nei confronti dei rispettivi 




HF l’aumento di peso è stato di circa 4 volte superiore rispetto al 
proprio ceppo in dieta standard (p<0.05).  
Tra gli animali in regime di dieta HF, inoltre, i topi ob/+ hanno mostrato 
un guadagno di peso corporeo superiore a quello degli animali wt 
(p<0.05). 
Gli animali ob/ob in regime di dieta standard hanno registrato un 
aumento di peso di circa 9 volte superiore rispetto al loro ceppo di 
controllo (ob/+ DS, p<0.001), ad indicare la grande incidenza che il 
genotipo esercita su questo parametro.  
Il grafico riportato di seguito illustra le variazioni di peso osservate alla 
fine del periodo sperimentale rispetto al valori iniziali [Figura 17]. 
 
Figura 17. Istogramma che mostra i valori della variazione di peso 
tra l’inizio e la fine del periodo sperimentale nei diversi ceppi 






7.2. Effetti del regime dietetico sulla sensibilita’ 
all’insulina  
La sensibilità all’insulina è stata valutata nei tre ceppi animali mediante 
il test di tolleranza insulinica (IPITT) effettuato alla fine delle 18 
settimane, sia in regime di dieta standard che di quella HF per gli wt e 
gli ob/+, e solo in regime DS per gli ob/ob . 
La figura 18A riporta a titolo rappresentativo i grafici individuali dei 
livelli glicemici misurati durante il test nei diversi ceppi e nelle diverse 
condizioni dietetiche, mentre la Figura 18B mostra gli istogrammi 
relativi alle medie dell’area sotto la curva (AUC) derivata dalle misure 
glicemiche effettuate a diversi tempi dalla somministrazione di insulina 









Figura 18. (A) Grafici rappresentativi dell’andamento dei livelli 
glicemici in funzione del tempo. 
(B) Istogramma di sensibilità all’insulina espressa come AUC 
(mmol/l*min) nei diversi ceppi animali e nei diversi regimi 
alimentari (** p<0.01; *** p<0.001). 
 
In condizioni di dieta standard il test di tolleranza all’insulina non 
evidenzia differenze significative tra gli animali wt e gli ob/+, mentre il 
ceppo in omozigosi per la deficienza di leptina sviluppa una importante 
riduzione della sensibilità all’insulina (p<0.001 vs gli altri ceppi).  
In regime di dieta ipercalorica, il ceppo ob/+ sviluppa una ridotta 
sensibilità all’insulina (p<0.01 vs ob/+ in dieta standard), effetto che 
non si osserva invece nei wt. La dieta ipercalorica mette quindi in 
evidenza una forte interazione tra regime dietetico e genotipo (p<0.01, 





7.3. Parametri plasmatici 
Al termine del periodo sperimentale i campioni di sangue raccolti dai 
diversi animali sono stati utilizzati per le analisi dei valori di glicemia e 
insulina dai quali abbiamo ricavato il valore di HOMA-IR index, e di due 
importanti adipochine, la leptina e l’adiponectina. I valori (media ± SE) 
misurati nei diversi gruppi animali sono riportati nella Tabella 3. 
 
Tabella 3. Livelli plasmatici dei parametri analizzati. 
 




















































































*P<0.05 vs dieta standard; §P<0.05 vs wild type in dieta HF; °P<0.05  e 
°°P<0.001 vs wild type dieta standard; #p<0.05 vs. dieta HF 
 
In condizioni di DS, per quanto riguarda i valori di glicemia, gli animali 




livelli glicemici significativamente maggiori (p<0.001) sia rispetto agli wt 
che agli ob/+.  
In regime HF, i livelli glicemici sono più elevati in entrambi i ceppi se 
riferiti al proprio controllo (p<0.05 vs DS). Tuttavia, gli animali ob/+ 
presentano livelli di glicemia significativamente aumentati rispetto a 
quelli dei wt nutriti con la stessa dieta HF (p<0.001), evidenziando un 
effetto additivo della componente genetica legata alla parziale deficienza 
di leptina rispetto a quello della sola dieta. 
Inoltre, i valori di glicemia del ceppo omozigote in dieta standard 
appaiono mediamente superiori anche a quelli dei gruppi in dieta 
ipercalorica (p<0.05). 
Analogamente, i valori corrispondenti ai livelli di insulina indicano una 
significativa iperinsulinemia negli animali ob/ob in dieta standard 
(p<0.001 vs dieta DS) e un generale aumento in seguito a dieta 
ipercalorica in entrambi i ceppi (p<0.05). Anche in questo caso il 
genotipo ob/+ presenta livelli di insulina significativamente maggiori di 
quelli riscontrati nel ceppo wt (p<0.05).  
Avendo a disposizione i dati di glicemia e di insulinemia, è stato 
possibile ricavare il valore di HOMA-IR, un indice di insulino-resistenza 
generalizzata (non tessuto-specifica). Considerando che l’intervallo di 
normalità del’indice HOMA è compreso tra 0.22 e 2.5, dai dati ottenuti 
in tutti i gruppi sperimentali, risultano insulino-resistenti solo il ceppo 
ob/ob in dieta standard e il ceppo ob/+ in dieta iperlipidica. Se 
associamo questo dato con quello riferito all’aumento del peso (obesità), 




(ob/ob DS, wt HF e ob/+ HF), solo due di questi sviluppano una 
significativa insulina resistenza generalizzata, quelli con alterazione 
parziale o totale del gene per la leptina.  
Anche dai risultati riferiti alle due adipochine misurate emergono 
informazioni interessanti. Per quanto concerne la leptina, viene 
confermato che all’aumento del tessuto adiposo (massa grassa) 
corrisponde un aumento della produzione e secrezione di ormone. 
Questa produzione è tuttavia limitata nel ceppo in cui è presente un 
allele alterato per questo gene, in una proporzione che si avvicina 
proprio al 50% del livello ematico.  
Per quanto riguarda l’adiponectina, sebbene la sua produzione e 
secrezione non dipendano direttamente dal gene ob, è interessante 
notare che i livelli circolanti non sono dipendenti dal regime dietetico, 
ma risultano invece significativamente ridotti nei ceppi con parziale o 
totale deficienza di leptina (p<0.05 vs wt). 
 
 
7.4. Parametri ecocardiografici 
La funzionalità cardiaca (frazione di eiezione e di accorciamento e 
frazione di ispessimento della parete in sistole) dei tre ceppi di animali e 
nelle diverse condizioni è stata valutata attraverso analisi 
ecocardiografiche. 
I primi due parametri riguardano l’efficienza funzionale del ventricolo in 




della parete e dipende più direttamente dal metabolismo energetico 
cellulare.. 
Le sessioni di imaging ecocardiografico eseguite all’inizio del protocollo 
sperimentale non evidenziavano alcuna differenza tra i ceppi. I dati 
ottenuti nelle sessioni a fine protocollo sono invece riportati in Tabella 
4, dove compare anche la frequenza cardiaca (HR) e sono riferiti anche 
ai gruppi sperimentali a seguito di trattamento con il peptide L-4F. 
 
Tabella 4.  Valori dei parametri ecocardiografici analizzati 
Dieta Standard Dieta HF 
+ veicolo + L4F + veicolo +L 4F 
 







































































































*P<0.05 e **P<0.001 vs dieta standard; §P<0.01 vs wild type in dieta HF; 






I dati riportati in tabella evidenziano che in regime di dieta standard la 
funzione ventricolare non mostra alterazione fra i ceppi wt ed ob/+, 
mentre risulta significativamente compromessa nel ceppo ob/ob, per 
tutti i parametri presi in considerazione.  
Nel ceppo omozigote, inoltre, risulta ridotta anche la frequenza 
cardiaca.  
In seguito a 18 settimane di dieta iperlipidica, in entrambi i ceppi (wt e 
ob/+) si evidenzia un generale peggioramento dei parametri cardiaci 
rispetto a quelli dei corrispondenti animali in dieta standard, sebbene 
questo risulti piuttosto contenuto per il ceppo wt (p<0.05 vs wt in dieta 
DS) e nettamente più marcato nel ceppo ob/+ (p<0.001 vs ob/+ DS). 
Anche in questo caso il peggioramento della funzione cardiaca risulta 
significativamente influenzato dall’interazione tra genotipo e dieta 
(p<0.05, ob/+ HF vs wt HF). 
  
7.4.1. Effetto del trattamento con L-4F sui parametri 
ecocardiografici 
L’effetto del trattamento con L-4F effettuato nelle ultime 8 settimane del 
protocollo sui 3 gruppi di topi obesi (ob/ob DS, wt HF e ob/+ HF),  si è 
dimostrato indifferente sui parametri cardiaci analizzati nei ceppi wt e 
ob/ob [Figura 19]. Nei topi ob/+ in dieta iperlipidica, invece, l’effetto si è 
dimostrato benefico su tutti i parametri funzionali presi in esame 
(p<0.01 vs ob/+ veicolo), al punto di annullare le differenze indotte 

















Figura 19. Istogrammi relativi ai valori medi dei diversi parametri 








7.5. Analisi dell’espressione proteica e stato di 
fosforilazione delle principali proteine coinvolte nel 
signaling dell’insulina nel tessuto muscolare cardiaco 
Come evidenziato dai dati plasmatici e da quelli funzionali, i topi del 
ceppo wt, in cui l’obesità è stata indotta da un regime dietetico ricco di 
grassi, non mostrano alterazioni particolarmente gravi né a livello di 
funzione cardiaca né di alterazioni metaboliche e la loro condizione di 
sovrappeso non sembra associata a rilevanti fattori di rischio.  
Al contrario, nei modelli di obesità con alterazione parziale o totale del 
gene della leptina, i parametri analizzati risultano compromessi in 
maniera significativa a tutti i principali livelli presi in considerazione. 
Sebbene i tessuti primari per lo studio dell’insulino-resistenza siano il 
fegato e il tessuto muscolare scheletrico, le alterazioni osservate nella 
funzione cardiaca ci hanno fatto ipotizzare che l’insulino-resistenza 
sistemica rilevata potesse essere in qualche modo presente e quindi in 
grado di essere messa in evidenza anche nel tessuto cardiaco. 
A questo scopo abbiamo deciso di studiare le vie molecolari del 
signaling dell’insulina in campioni di tessuto cardiaco, analizzando negli 
omogenati di cuore dei diversi gruppi sperimentali l’espressione proteica 
di alcune molecole chiave coinvolte nelle vie di regolazione del 
metabolismo energetico, principalmente glucidico. 
Particolare attenzione è stata rivolta al recettore dell’insulina, alla 




Per alcune delle molecole prese in considerazione è stato valutato anche 
il grado di fosforilazione che ne condiziona l’attività. 
Lo schema seguente [Figura 20] illustra la loro posizione e ruolo nella 











Figura 20. Via di signaling dell’insulina 
 
Per quanto concerne il recettore dell’insulina nel tessuto cardiaco, a 
differenza di quanto riportato in letteratura per i più tradizionali tessuti 
insulino-resistenti, non sono state riscontrate differenze di espressione 
proteica ne’ nelle diverse condizioni dietetiche ne’ nei diversi ceppi 
animali.  
Tuttavia, prendendo in considerazione il grado di fosforilazione del 
recettore, è stato osservato un aumento significativo della forma 




HF (p<0.01) che negli animali omozigoti mantenuti in regime DS 




             








Figura 21. (A) Esempi rappresentativi dell’espressione della forma 
fosforilata (pIR) e totale (IR) del recettore dell’insulina in campioni 
di tessuto muscolare cardiaco. GAPDH è usata come proteina di 
riferimento. (B) Istogramma relativo al rapporto tra forma 






Nel tessuto cardiaco, quindi, i modelli di obesità associati a una ridotta 
sensibilità all’insulina non mostrano una ridotta densità recettoriale e, 
addirittura, il recettore insulinico sembra maggiormente attivo.  
Poiché questa osservazione è di difficile interpretazione in animali che 
manifestano una evidente insulino-resistenza, abbiamo deciso di 
indagare l’espressione di altre proteine della via del segnale a valle 
dell’attivazione del recettore insulinico, nel tentativo di individuare delle 
alterazioni nella regolazione della cascata. 
Abbiamo quindi valutato l’espressione e lo stato di fosforilazione di AKT, 
una delle principali chinasi coinvolta nella propagazione del segnale 
intracellulare dell’insulina, una volta che l’ormone si è legato al proprio 
recettore. 
In nessuno dei gruppi di animali esaminati e sottoposti ai differenti 
regimi dietetici sono state però osservate variazioni significative, ne’ per 
quanto riguarda l’espressione di questa chinasi ne’ per quanto riguarda 





















Figura 22.  (A) Esempi rappresentativi dell’espressione della forma 
fosforilata (pAKT) e totale di AKT in campioni di tessuto muscolare 
cardiaco. GAPDH è usata come proteina di riferimento. (B) 
Istogramma relativo al rapporto tra forma fosforilata e totale nei 
diversi gruppi di animali. 
 
Dopo aver ottenuto questi primi risultati, il passo successivo è stato 
quello di cercare di capire quale fosse il destino del trasportatore del 









glucosio insulino-dipendente Glut-4, responsabile della captazione del 
glucosio in cellule muscolari cardiache e scheletriche. 
Abbiamo quindi valutato l’espressione del Glut-4 negli estratti totali dei 
nostri campioni.  
Non sono emerse differenze tra i diversi ceppi animali e tra i diversi 
regimi alimentari [Figura 23]. 
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Figura 23. (A) Esempi rappresentativi dell’espressione di Glut-4 
totale in relazione alla proteina GAPDH, usata come proteina di 
riferimento, in campioni di tessuto cardiaco. (B) Istogramma 





Tuttavia, poiché nell’estratto totale sono presenti sia la frazione di 
membrana che quella citosolica e che la proteina utile per 
l’internalizzazione del glucosio è quella presente sulla membrana 
plasmatica, abbiamo separato le due frazioni mediante centrifugazione e 
condotto analisi sulle frazioni citosolica e di membrana distinte.  
Ne è emerso un dato particolarmente interessante, infatti, 
indipendentemente dalle condizioni sperimentali, esiste un’associazione 
inversa tra i livelli di Glut-4 della frazione di membrana e quelli della 
frazione citosolica. La correlazione risultava statisticamente significativa 




Figura 24. Correlazione tra i livelli di espressione di Glut-4 nella 





Quindi, pur rimanendo costante il livello di espressione totale, là dove il 
trasportatore risulta maggiormente espresso sulla membrana, lo è in 
minor misura a livello citosolico e viceversa. 
Dato che la traslocazione del trasportatore Glut-4 sulla membrana è il 
passaggio ultimo dell’attivazione della via del segnale dell’insulina, 
abbiamo ritenuto particolarmente interessante indagarne l’espressione 
nei nostri 3 modelli di obesità (ob/ob in dieta DS, wt e ob/+ in dieta 
HF).  
I risultati ottenuti non hanno evidenziato differenze significative nei 
livelli di espressione di Glut-4 sulla membrana plasmatica tra gli 
animali wt e ob/+ in regime di dieta HF, nonostante una certa 
variabilità tra i topi all’interno di ciascun gruppo, [Figura 25A-B].  
Al contrario, gli animali omozigoti ob/ob in dieta standard mostravano 
livelli maggiori di espressione del trasportatore sulla membrana rispetto 




















Figura 25. (A) Esempi rappresentativi dell’espressione di Glut-4 
sulla membrana plasmatica in campioni di tessuto muscolare 
cardiaco. Cav-3 è usata come proteina di membrana di riferimento. 
(B) Istogramma relativo al rapporto tra Glut-4 e Cav-3 nei diversi 
gruppi di animali. 
 
Nonostante dai dati medi di espressione dei gruppi emerga un 
comportamento simile tra animali wt e ob/+ in regime di dieta HF, è 
forse utile considerare che gli eterozigoti, avendo livelli di insulina 
plasmatica più elevati dei wt nutriti con la stessa dieta, possano anche 
avere avuto un diverso stato di stimolazione del recettore insulinico al 
momento del sacrificio.  






Nel tentativo di avere un quadro qualititativo più indicativo, abbiamo 
normalizzato il dato dell’espressione del Glut-4 sulla membrana ai livelli 
insulinemici.  
I dati così espressi sono illustrati in Figura 26.  
 
Figura 26. Istogramma relativo al rapporto tra Glut-4 traslocato 
sulla membrana e livelli sistemici di insulina. 
 
Per quanto riguarda i topi wt, la densità del trasportatore Glut-4 sulla 
membrana è paragonabile a quella dello stesso ceppo in dieta standard 
(dato non mostrato) e non si riscontra un’alterazione dello stato di 
fosforilazione del recettore dell’insulina. 
Al contrario, emerge che in regime di dieta grassa e a parità di stimolo 
insulinico, gli ob/+, rispetto ai wt, rispondono traslocando un minor 
quantitivo di Glut-4 sulla membrana, nonostante una maggiore 
attivazione del recettore dell’insulina.  
Infine, inaspettatamente, emerge che la traslocazione sulla membrana 




topi wt in dieta HF, sebbene lo stato di fosforilazione del recettore sia 
maggiore. 
Il dato che più colpisce è la sostanziale differenza nella modalità di 
alterazione nella via del segnale dell’insulina tra i topi omozigoti in dieta 
standard e gli eterozigoti in dieta grassa.  
Infatti, anche se per entrambi sono alterati i livelli di fosforilazione del 
recettore IR, e lo stato di attivazione della chinasi AKT non risulta 
modificato, i primi mostrano una densità di Glut-4 sulla membrana 
paragonabile a quelli dei controlli, mentre per i secondi si riscontra 
piuttosto una tendenza alla riduzione della frazione di membrana. 
Alla luce di ciò abbiamo focalizzato la nostra attenzione su vie collaterali 
che agiscono sul signaling dell’insulina per indagare se eventuali 
alterazioni a carico di esse potessero spiegare almeno in parte una 
differenza così netta di comportamento tra questi due modelli di obesità 
(ob/+ e ob/ob). 
È stata dunque valutata l’espressione e lo stato di attivazione della 
chinasi AMPK, indicata come mediatore degli effetti della leptina sul 
metabolismo del muscolo (Minokoshi et al, 2002), e che sembra 
intersecarsi a più livelli con il pathway insulinico [Figura 5].  
I risultati indicano che l’espressione di questa proteina rimane invariata 
in tutti i ceppi, wt, ob/+ e ob/ob ed in tutte le condizioni prese in 
considerazione; diversamente, è evidente una significativa riduzione 
dello stato di fosforilazione di AMPK su Thr172 in associazione con la 




ad alto contenuto di grassi, rispetto a quelli nutriti con dieta standard 
(p<0.05) [Figura 27]. 
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Figura 27. (A) Esempi rappresentativi dell’espressione della forma 
fosforilata (pAMPK) e totale di AMPK in campioni di tessuto 
muscolare cardiaco. GAPDH è usata come proteina di riferimento. 
(B) Istogramma relativo al rapporto tra forma fosforilata e totale di 





Nel gruppo di animali ob/ob, si evidenzia una maggiore eterogeneità 
individuale nei livelli di fosforilazione di AMPK (da scarsamente 
rilevabile a normale) [Figura 28].  
Tuttavia, nella media non emerge una differenza significativa rispetto al 
proprio controllo (ob/+ in DS). 
una grande variabilità individuale si osserva anche negli animali wt in 
HF , probabilmente a causa della molteplicità delle vie del segnale in cui 
è implicata la chinasi in questione, ma in media lo stato di fosforilazione 
di AMPK non risulta significativamente diverso rispetto a quello degli 





Figura 28. Grafico a  dispersione relativo al rapporto tra forma 






Nell’ insieme i risultati suggeriscono che nel modello di obesità indotto 
dall’interazione genotipo-dieta la ridotta traslocazione del Glut-4 sulla 
membrana a seguito di stimolazione del recettore dell’insulina potrebbe 
dipendere dalla ridotta fosforilazione e, quindi, attivazione della proteina 
AMPK. 
Tuttavia, a nostro avviso, i dati sin qui ottenuti sulla regolazione del 
pathway insulinico non riescono a rendere conto dei risultati funzionali 
del gruppo ob/ob, che fra i 3 modelli di obesità è quello che presenta le 
più significative alterazioni nei livelli sistemici di insulina e glicemia, 
sottendendo un persistente stato di insulino-resistenza. 
Sulla base di evidenze presenti in letteratura (Somwar, 2000; Furtado, 
2003), abbiamo voluto valutare l’espressione e il grado di fosforilazione 
di una proteina ritenuta coinvolta nell’attivazione di Glut-4: la chinasi 
p38mapk.  
I risultati ottenuti hanno indicato che l’espressione di questa molecola 
rimane invariata in tutti i ceppi, wt, ob/+ e ob/ob, ed in tutte le 
condizioni dietetiche, mentre è invece evidente una netta riduzione dello 
stato di fosforilazione di p38mapk (Thr180/Tyr182) in associazione con 
la totale deficienza di leptina degli animali ob/ob, rispetto ai wt e agli 










           










Figura 29. (A) Esempi rappresentativi dell’espressione della forma 
fosforilata (p-p38mapk) e totale di p38mapk su campioni di tessuto 
muscolare cardiaco. GAPDH è usata come proteina di riferimento.  
(B) Istogramma relativo al rapporto tra forma fosforilata e non di 
p38mapk nei diversi gruppi di animali (* p<0,05 ; ** p<0,01). 
 
Il regime dietetico non appare invece avere effetti rilevanti sullo stato di 
fosforilazione di p38mapk.  
I dati ottenuti nel topo ob/ob risultano perciò in accordo con l’ipotesi di 




l’attività di p38mapk, nonostante una normale traslocazione del 
trasportatore sulla membrana. 
 
7.5.1. Effetto del trattamento con L-4F sull’espressione e lo stato 
di fosforilazione delle principali proteine coinvolte nel signaling 
dell’insulina. 
Alla luce degli effetti benefici ottenuti a seguito del trattamento con il 
mimetico dell’apolipoproteina A1 nei parametri plasmatici e funzionali a 
carico del cuore, abbiamo valutato l’effetto del peptide anche a livello 
molecolare sulle proteine precedentemente esaminate.  
Per quanto riguarda il recettore dell’insulina ed in particolare il suo 
stato di fosforilazione (Tyr1150-1151), non si evidenziano differenze 
evidenti a seguito del trattamento né nei topi wt in dieta HF né nei topi 
ob/ob in dieta DS.   
L’attivazione del recettore nei topi ob/+ in dieta HF, sembra invece 
essere diminuita dal trattamento sebbene la differenza non raggiunga 






























Figura 30. (A) Esempi rappresentativi dell’espressione della forma 
fosforilata (pIR) e totale (IR) del recettore dell’insulina in campioni 
di tessuto muscolare cardiaco. GAPDH è usata come proteina di 
riferimento nei diversi gruppi di animali. (B) Istogramma relativo al 
rapporto tra forma fosforilata e totale di IR. 
 
 
Per quanto concerne la chinasi AKT non ci sono variazioni significative 
né per quanto riguarda la sua espressione né per il livello di 
fosforilazione (Ser473) indipendentemente dal trattamento 





E’ stato inoltre valutato l’effetto del trattamento in relazione alla 
traslocazione del trasportatore del glucosio Glut-4 a livello della 
membrana plasmatica, per quanto riguarda il modello animale di 
obesità indotta da dieta (ob/+ HF), ma non si è osservato un recupero 
significativo della presenza del trasportatore sulla membrana.  
L’ L-4F sebbene riesca a recuperare in parte le alterazioni della via di 
trasduzione presa in esame, non ripristina in maniera sufficientemente 
adeguata il difetto di traslocazione del trasportatore (dato non 
rappresentato). 
Il trattamento con L-4F sembra invece importante nel ristabilire i livelli 
di fosforilazione (Thr172) della chinasi AMPK negli animali ob/+ in 
regime HF.  
I valori di espressione della forma fosforilata (attiva) della proteina  sono 
aumentati dopo il trattamento con il peptide rispetto agli animali trattati 
con veicolo, raggiungendo livelli paragonabili a quelli del controllo ob/+ 
in dieta DS.  
Il trattamento sembra avere un effetto minimo, se presente, negli 
animali wt in dieta HF e nei topi ob/ob, il cui livello di fosforilazione 
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Figura 31. (A) Esempi rappresentativi dell’espressione della forma 
fosforilata (pAMPK) e totale di AMPK in campioni di tessuto 
muscolare cardiaco. GAPDH è usata come proteina di riferimento. 
(B) Istogramma relativo al rapporto tra forma fosforilata e totale di 
AMPK nei diversi gruppi di animali. 
 
Per quanto riguarda la proteina p38mapk sia l’espressione che lo stato 
di fosforilazione della chinasi rimane invariato dopo trattamento con il 
peptide se paragonato a quello degli animali non trattati 
farmacologicamente, indipendentemente dal genotipo e dal regime 























Figura 32. (A) Esempi rappresentativi dell’espressione della forma 
fosforilata (p-p38mapk) e totale di p38mapk in campioni di tessuto 
muscolare cardiaco. GAPDH è usata come proteina di riferimento. 
(B) Istogramma relativo al rapporto tra forma fosforilata e non di 
p38mapk nei diversi gruppi di animali. 
 
In sintesi, a livello molecolare, nel tessuto cardiaco il trattamento con il 
peptide L-4F si è dimostrato efficace solo in parte nel recuperare, dove 
presenti, le alterazioni nella regolazione del segnale insulinico.  
Inoltre, come già evidenziato a livello sistemico e funzionale, solo il 
modello di obesità indotto dall’interazione dieta-genotipo sembra essere 





7.6. Analisi dell’espressione proteica e stato di 
fosforilazione delle principali proteine coinvolte nel 
signaling dell’insulina nel tessuto muscolare scheletrico 
Sebbene ancora in fase di studio i dati preliminari hanno mostrato, 
oltre ad alcune similitudini, anche differenze interessanti tra i due tipi 
di tessuto muscolare (cardiaco e scheletrico) esaminati. 
Il dato sicuramente più accattivante, anche se per ora non significativo 
a causa del numero ridotto di campioni analizzati, è quello relativo al 
recettore dell’insulina IR. 
Mentre nel cuore si sono riscontrate alterazioni nel livello di 
fosforilazione del recettore (Tyr 1150-1151), nei campioni di tessuto 
muscolare scheletrico, non sono state rilevate tali differenze.  
Al contrario, quello che si osserva è che l’espressione del recettore 
risulta invece tendenzialmente diminuita negli animali ob/+ in dieta 


















Figura 33. (A) Esempi rappresentativi dell’espressione della forma 
fosforilata (pIR) e totale (IR) del recettore dell’insulina in campioni 
di tessuto muscolare scheletrico. GAPDH è usata come proteina di 
riferimento nei diversi gruppi di animali. (B) Istogramma relativo al 
rapporto tra IR e la proteina di riferimento GAPDH. 
 
 
Quanto rilevato è in accordo con la maggior parte dei dati presenti in 




tessuto muscolare dipenderebbe da una carenza del recettore 
insulinico. Si riesce dunque a mettere in evidenza un certo grado di 
tessuto-specificità per quanto concerne i meccanismi di insorgenza 
dell’insulino-resistenza, principalmente negli animali ob/+. Questo dato 
è particolarmente evidente nella Figura 34, dove sono riportate le bande 
di espressione nei due tessuti: nel modello di obesità eterozigote in dieta 
HF a livello cardiaco il recettore dell’insulina risulta fortemente attivato, 
(e quindi presumibilmente in grado di attivare il loop di autoregolazione 
negativo che blocca il segnale insulinico in entrata) mentre nel muscolo 
scheletrico è la minor espressione del recettore e non il suo stato di 
attivazione ad essere responsabile della ridotta risposta all’insulina .  
 
 














Figura 34. Esempi rappresentativi dell’espressione della forma 
fosforilata (pIR) e totale (IR) del recettore dell’insulina in campioni 




Per quanto riguarda il comportamento delle altre proteine analizzate a 
livello cardiaco non si riscontrano invece differenze tessuto-specifiche, 
in nessun modello animale e in nessuno dei differenti regimi dietetici.  
Nello specifico, per AKT, non sono state osservate variazioni significative 
dell’espressione e del livello di fosforilazione (Ser 473) in nessun gruppo 
di animali preso in esame, proprio come nel cuore. 
I dati relativi all’espressione del Glut-4 a livello della membrana 
plasmatica mostrano che il trasportatore è presente sulla membrana in 
misura minore negli animali eterozigoti in dieta grassa rispetto ai 
controlli in dieta standard e anche agli animali ob/ob in DS. Il dato, 
probabilmente a causa del basso numero di campioni analizzati, non 
risulta tuttavia significativo [Figura 35]. 
 











Figura 35. Esempi rappresentativi dell’espressione del 
trasportatore insulino-dipendente Glut-4 a livello di membrana in 





Per l’AMPK, esattamente come nel cuore non si evidenziano alterazioni 
nell’’espressione della proteina, ma una ridotta fosforilazione a carico 
della Thr172 nei topi ob/+ in HF, e in misura minore anche negli 
animali ob/ob in regime DS, rispetto ai controlli [Figura 36]. La 
riduzione dello stato di fosforilazione della chinasi risulta inoltre 
significativa negli eterozigoti rispetto agli wild type nutriti con la stessa 
dieta iperlipidica (p<0.05). Infine, anche nel muscolo scheletrico si può 
osservare una riduzione dello stato di fosforilazione della proteina 
p38mapk negli ob/ob DS rispetto ai controlli, anche se non viene 





















Figura 36. Esempi rappresentativi dell’espressione della forme 
fosforilate e totali delle chinasi AMPK e p38mapk in campioni di 




7.6.1. Effetto del trattamento con L-4F sull’espressione e lo stato 
di fosforilazione delle principali proteine coinvolte nel signaling 
dell’insulina in campioni di tessuto muscolare scheletrico. 
Nel tessuto muscolare scheletrico, come nel cuore, sembra che il 
trattamento con l’L-4F abbia effetto principalmente sugli animali con 
parziale deficienza di leptina nutriti con dieta grassa, mentre anche in 
questo caso, gli ob/ob DS, a livello molecolare non sembrano beneficiare 
del trattamento farmacologico.  
L’espressione del recettore dell’insulina negli ob/+ in regime di dieta 
ipercalorica, sembra aumentare in presenza del trattamento con il 
peptide, ritornando a a livelli paragonabili a quelli degli animali 


















             












Figura 37. (A) Esempi rappresentativi dell’espressione della forma 
fosforilata (pIR) e totale (IR) del recettore dell’insulina in campioni 
di tessuto muscolare scheletrico. GAPDH è usata come proteina di 
riferimento nei diversi gruppi di animali. (B) Istogramma relativo al 
rapporto fra IR totale e GAPDH. 
 
Per quanto riguarda l’espressione delle altre proteine prese in esame, il 
trattamento ha mostrato un effetto del tutto paragonabile a quanto 






Dati precedentemente acquisiti nel nostro laboratorio hanno evidenziato 
come l’interazione dieta-genotipo (nel caso specifico dei topi ob/+ nutriti 
in regime di dieta iperlipidica) possa rappresentare un fattore 
aggravante per quanto riguarda lo sviluppo di obesità, di insulino-
resistenza e di ridotta funzione cardiaca, rispetto all’obesità indotta da 
dieta in ceppi wt.  
Inoltre, dall’esperienza precedente è anche emerso che il trattamento 
con il peptide L-4F, un mimetico dell’apolipoproteina A1, è in grado di 
ridurre l’accumulo di grasso a livello del tessuto adiposo e del fegato, 
riducendo inoltre i parametri plasmatici dell’infiammazione, 
ripristinando la sensibilità all’insulina e recuperando in parte la 
funzionalità cardiaca, soprattutto a beneficio degli animali ob/+ in dieta 
HF.  
Il presente studio si è proposto di indagare in modo più approfondito 
l’esistenza di un alterato quadro metabolico non solo a livello sistemico, 
ma anche a livello cardiaco e, nel caso, come esso possa essere alla 
base del peggioramento della funzione cardiaca, in analogia a quanto 
riportato in modelli sperimentali simili (Burgmaier et al, 2010; Daniels 
et al, 2010).  
In questo contesto, è stata eseguita una valutazione comparativa tra il 
modello di parziale deficienza di leptina in regime di dieta iperlipidica e 




I dati ottenuti sono serviti a confermare ed estendere i risultati già 
presenti in laboratorio per il ceppo ob/+, ma hanno anche evidenziato 
come i due modelli di obesità con coinvolgimento del gene ob presi in 
esame, nonostante condividano simili espressioni fenotipiche, mostrino 
invece a livello molecolare differenze sostanziali. 
I livelli alterati di insulina e glicemia riscontrati in entrambi i modelli 
con mutazione del gene ob rispetto ai wt nutriti in dieta iperlipidica, 
hanno fatto presupporre che essi sviluppino, parallelamente ad un 
fenotipo obeso, una forte insulino-resistenza e iperglicemia. 
La deficienza di leptina, sia essa parziale ed associata a un regime 
dietetico ipercalorico, sia essa totale, rappresenta quindi una condizione 
predisponente allo sviluppo di un quadro clinico caratterizzato da 
importanti fattori di rischio per l’insorgenza di patologie cardiovascolari. 
In diversi studi è stato evidenziato come tanto una dieta ad alto 
contenuto di grassi quanto alterazioni riguardanti la sintesi di leptina o 
le vie di signaling ad essa correlate possano provocare disfunzioni a 
livello cardiaco (Buchanan et al, 2005; Ren & Ma, 2008; Cole et al, 2011). 
In accordo con i dati presenti in letteratura, in entrambi i modelli di 
obesità abbiamo riscontrato un peggioramento in termini di contrattilità 
miocardica e di capacità pompante dell’organo, rispetto ai wt in dieta 
HF. L’alterato quadro metabolico riscontrato dunque negli animali 
utilizzati potrebbe essere alla base del peggioramento della funzione 
cardiaca come già riportato per modelli sperimentali simili (Burgmaier et 




Proprio a causa dell’elevato grado di insulino-resistenza riscontrato 
abbiamo deciso di focalizzare la nostra attenzione sullo studio della via 
del segnale dell’insulina nel tessuto cardiaco, per individuare eventuali 
alterazioni in grado di spiegare tale fenomeno. 
In particolare, in campioni di tessuto muscolare cardiaco, l’analisi 
dell’espressione proteica ha evidenziato variazioni riguardanti il grado di 
attivazione del recettore dell’insulina, delle chinasi AMPK e p38mapk, e 
variazioni riguardanti l’espressione del trasportatore insulino-
dipendente Glut-4, sottolineando peculiari differenze fra i due modelli di 
obesità (ob/+ HF e ob/ob DS).  
Per quanto riguarda il recettore dell’insulina, nel tessuto cardiaco degli 
animali obesi e con rilevante insulino-resistenza (ob/+ in dieta HF e topi 
ob/ob) non è stata riscontrata alcuna riduzione dell’espressione 
recettoriale, a differenza di quanto riportato in letteratura per i tessuti 
insulino-dipendenti quali fegato e muscolo scheletrico.  
A fronte di una normale espressione del recettore insulinico, sia negli 
animali ob/+ nutriti con dieta ipercalorica, sia negli animali ob/ob in 
regime di dieta standard, abbiamo anche riscontrato un aumento del 
suo stato di fosforilazione rispetto al ceppo wt.  
Tale evidenza sembrerebbe in contraddizione con il fenomeno di 
insulino-resistenza, in quanto suggerirebbe una maggiore attivazione 
del recettore. La contraddizione, tuttavia, potrebbe essere solo 
apparente in quanto una maggiore attivazione del recettore non 
necessariamente implica una maggiore internalizzazione di glucosio 




Studi recenti, infatti, hanno mostrato come una prolungata 
stimolazione del recettore insulinico possa innescare l’attivazione di una 
via parallela a quella che si occupa di traslocare i trasportatori Glut-4 
sulla membrana, e renderli così disponibili per la captazione del 
glucosio; questa via sembrerebbe autoregolare il pathway insulinico 
innescando un meccanismo a feedback negativo (Takano et al, 2001; 
Tremblay et al, 2001). 
La sovrastimolazione del recettore infatti passando per IRS-1 e la 
chinasi AKT (una delle principali chinasi coinvolte nel signaling 
dell’insulina), sarebbe in grado di attivare la via mTOR-p70S6K che 
porterebbe alla fosforilazione di IRS-1 su una serina anzichè su una 
tirosina; sarebbe proprio questa fosforilazione ad indurre il blocco della 
classica via di trasduzione del segnale intracellulare (Ginion et al, 2011).  
I nostri dati relativi allo stato di fosforilazione della chinasi AMPK, che 
risulta marcatamente diminuito in entrambi i nostri modelli 
sperimentali (ob/+ HF e ob/ob DS) sarebbero in linea con questa ipotesi. 
L’AMPK, che interviene in numerose vie del segnale, interagisce con il 
pathway dell’insulina almeno a due livelli, uno dei quali è proprio la via 
di autoregolazione negativa innescata probabilmente da una prolungata 
stimolazione del recettore insulinico; in condizioni normali infatti la 
pAMPK inibisce l’attivazione della via mTOR-p70S6K (Ginion et al, 2011) 
[vedi Figura 26]. 
L’evidente riduzione dello stato di fosforilazione della chinasi AMPK nei 
topi ob/+ in dieta HF potrebbe inoltre essere associata alla diminuita 




Diversi studi condotti su modelli genetici di obesità (topo db/db e ratto 
fa/fa) hanno mostrato una diminuita fosforilazione della chinasi AMPK 
in associazione con una ridotta funzione cardiaca (Wang & Unger, 2005; 
Daniels et al, 2010).  
Una ridotta attività di AMPK determina infatti una ridotta attivazione di 
processi quali il trasporto intracellulare del glucosio, la glicolisi e 
l’ossidazione degli acidi grassi, tutti volti a fornire energia alla cellula 
cardiaca. A sua volta, una diminuita capacità di produzione di ATP può 
causare una riduzione della capacità contrattile, come testimoniato 
dalle indagini ecocardiografiche. 
Nello specifico, per quanto riguarda il pathway da noi preso in esame, 
AMPK una volta fosforilata e, quindi, attivata sembra in grado di 
fosforilare AS160, una Rab-GTPasi, a valle della chinasi AKT, che 
promuove la traslocazione delle vescicole di Glut-4 sulla membrana 
plasmatica (Kramer et al, 2006; Puthanveetil et al, 2008). 
Nella cascata del segnale intracellulare attivata dal recettore 
dell’insulina è coinvolta anche la chinasi AKT, ma nei campioni cardiaci 
analizzati non abbiamo osservato alcuna variazione nel suo stato di 
attività.  
Questo dato si discosta da quello riportato in alcuni studi, condotti su 
diversi modelli animali di obesità, in cui il livello di fosforilazione di 
questa chinasi è risultato alterato (Mazunder et al, 2004; Cook et al, 
2010; Lee et al, 2010).  
Questo dato potrebbe dipendere dal fatto che la chinasi AKT è coinvolta 




animali venivano sacrificati dopo qualche ora di digiuno e non dopo 
aver stimolato la via del segnale con un bolo di insulina, come nella 
maggior parte degli studi presenti in letteratura.  
Nel nostro contesto, quindi, il ruolo del sistema pAKT/AKT potrebbe 
risultare sottostimato.  
L’ultimo passaggio della cascata del segnale innescata dal legame 
dell’insulina con il suo recettore dovrebbe essere l’esposizione del 
trasportatore del glucosio sulla membrana plasmatica, in modo da 
renderlo disponibile per la captazione dello zucchero. 
Data l’evidente insulino-resistenza mostrata da entrambi i modelli di 
obesità che coinvolgono una alterazione del gene della leptina, si 
sarebbe potuto attendere in ogni caso una diminuita densità del 
trasportatore GLUT-4 traslocato sulla membrana. Infatti, la densità di 
Glut-4 sulle membrane cardiache degli animali eterozigoti in dieta HF è 
risultata ridotta rispetto ai controlli, a conferma del fatto che le 
alterazioni nel pathway insulinico potrebbero aver interferito con il 
passaggio finale della via classica, ovvero la traslocazione del 
trasportatore sulla membrana plasmatica. 
E’ quindi lecito ipotizzare che l’interazione di una dieta ipercalorica con 
il parziale difetto genetico a carico del gene ob interferisca con 
l’omeostasi glucidica, in quanto risultano inadeguati i livelli di Glut-4 
disponibili per la captazione del glucosio sulla membrana e il difetto di 
traslocazione osservato in questo modello animale potrebbe, almeno 





La totale deficienza di leptina del topo ob/ob, invece, sembra invece 
interferire in maniera differente sul pathway insulinico. 
Gli animali ob/ob, infatti, mostrano una densità di trasportatore 
insulino-dipendente sulla membrana plasmatica paragonabile a quella 
dei controlli, non evidenziando, in questo caso, alcun difetto di 
traslocazione. 
Abbiamo quindi ipotizzato l’esistenza di due meccanismi molecolari 
diversi per i due modelli di obesità associati ad insulino-resistenza. 
Nel nostro modello di topo ob/ob, in cui il trasportatore GLUT-4, seppur 
presente sulla membrana plasmatici non sembra funzionare 
adeguatamente, è possibile che le alterazioni dell’omeostasi glucidica 
possano dipendere da una deficienza nell’attivazione del trasportatore 
stesso.  
L’ipotesi è in linea con studi precedentemente condotti in cui l’efficienza 
del trasportatore risulterebbe modulata dall’attivazione della proteina 
p38mapk (Furtado et al, 2003). Questi studi hanno infatti dimostrato 
come per il corretto funzionamento del meccanismo di captazione del 
glucosio mediante GLUT-4 siano necessari due passaggi (Furtado et al, 
2003): 
1. traslocazione del trasportatore, 
2. attivazione del trasportatore. 
I nostri dati indicano che il livello di fosforilazione di p38mapk, 
presumibilmente responsabile dell’attivazione del trasportatore, risulta 
profondamente ridotto nei topi omozigoti, nonostante la normale 




Questo dato potrebbe quindi confermare il ruolo di p38mapk come 
attivatore di Glut-4 e inoltre descrivere un possibile meccanismo 
molecolare in grado di indurre l’insulino-resistenza nel modello di 
obesità genetica dovuto alla mutazione in omozigosi del gene ob. 
La presenza di leptina, o altra molecola modulata dall’integrità del gene 
ob, sembra dunque essere all’origine delle differenze nella regolazione 
nel pathway dell’insulina nei modelli ob/+ in dieta grassa e ob/ob, visto 
che la sola dieta grassa non è in grado evidenziare alcuna differenza, 
come dimostrato dagli animali wt in regime DS o HF.  
Sono tuttavia necessari ulteriori e mirati studi, per esempio 
somministrando leptina esogena in animali ob/ob o in animali ob/+ in 
diverso regime dietetico, per definirne il ruolo.   
  
Dopo aver analizzato il livello e la regolazione di espressione delle 
principali proteine coinvolte nel signaling dell’insulina su campioni di 
tessuto muscolare cardiaco, abbiamo voluto estendere, almeno in un 
gruppo campione di casi, le analisi al tessuto muscolare scheletrico, per 
valutare in maniera comparativa la specificità tissutale dei risultati 
ottenuti. 
Dai dati preliminari abbiamo potuto osservare che i due tipi di tessuto 
si comportano in maniera similare per quanto riguarda le alterazioni 
dell’attività di alcune proteine tra cui AMPK e p38mapk.  
Queste infatti mostrano variazioni del tutto simili a quanto riscontrato 




Tuttavia, per quanto riguarda il recettore dell’insulina, in questo caso 
non abbiamo evidenziato alterazioni nello stato di fosforilazione, bensì 
in quello della sua espressione, confermando i dati più classici della 
letteratura.  
Il meccanismo che porta a questa differente modalità di regolazione 
della via del segnale dell’insulina nei due tipi di tessuto muscolare, 
cardiaco e scheletrico, non è affatto noto, ma la peculiarità del 
comportamento del cuore merita uno studio più approfondito, 
soprattutto in funzione di possibili strategie terapeutiche mirate a 
specifici tessuti e, quindi, a specifiche funzioni d’organo.  
 
Con lo scopo di sviluppare una terapia nei confronti dell’obesità e delle 
possibili complicanze cardiovascolari associate all’aumento di peso, la 
nostra attenzione si è concentrata sul peptide L-4F, mimetico 
dell’apolipoproteina A1. 
Questo peptide si è dimostrato in grado di diminuire l’accumulo di 
grasso a livello del tessuto adiposo e del fegato, ripristinare una corretta 
risposta all’insulina e recuperare parzialmente la funzionalità cardiaca 
in modelli di obesità genetica (Peterson et al, 2008). 
Anche per quanto riguarda la risposta al trattamento con il peptide L-4F 
i due modelli di obesità ob/+ HF e ob/ob DS si comportano in maniera 
diversa, suggerendo che dieta e genotipo influenzano anche la risposta 
ad un possibile trattamento farmacologico. 
In accordo con i dati ottenuti in precedenza nel nostro laboratorio il 




parametri plasmatici, ecocardiografici e di espressione proteica nel 
tessuto muscolare sia cardiaco che scheletrico, a livelli paragonabili a 
quelli dei controlli negli animali ob/+ in regime di dieta grassa. 
Per gli animali omozigoti invece l’effetto del trattamento risulta essere 
trascurabile: sebbene infatti i valori di alcuni dei parametri alterati 
mostrino un miglioramento, questi non raggiungono comunque livelli 
significativi e/o paragonabili a quelli dei controlli. 
Sebbene questi dati siano relativi a modelli sperimentali animali, al 
momento il peptide L-4F è già in fase di sperimentazione clinica su 
pazienti affetti da patologia coronarica ed è stato dimostrato che tutte le 
dosi somministrate sono ben tollerate (Watson et al, 2011). Gli effetti 
benefici che il peptide L-4F esercita in associazione con un profilo 
genetico di carenza di leptina fanno ben sperare nella prospettiva di un 
ampliamento del suo utilizzo clinico, in particolare nell’ottica di una 
personalizzazione del trattamento farmacologico dei disordini metabolici 
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